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Abstract 
 
A rise in the incidence and prevalence of inflammatory bowel disease (IBD) has been noted 
as nations become more developed. Once considered a disease exclusive to the West, IBD, 
which encompasses Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC), is being seen more 
frequently in rapidly-developing Asian countries.  
 
This study sought to compare immune parameters in Australian and Malaysian patients with 
inflammatory bowel disease. IBD as well as control subjects were recruited from the 
Concord Repatriation General Hospital (CRGH) in Sydney, Australia; this was followed by 
recruitment of subjects from the University of Malaya Medical Centre (UMMC) in Kuala 
Lumpur, Malaysia.  
 
Blood and colonic mucosal samples for subjects from both sites were obtained, as were 
clinical details. Multi-parameter flow cytometric panels were developed to enable analysis 
of regulatory and conventional T cell frequencies in blood and mucosa, as well as expression 
of various IBD-related T cell homing receptors/transcription factors.  
 
A total of 111 subjects were recruited. Of these, 64 were male and 47 were female. A total 
of 58 subjects were recruited from CRGH (29 with CD, 12 with UC and 17 control subjects); 
among these there were 36 male and 22 female subjects. Of the CRGH subjects, 31 were 
Caucasian and 27 were of Asian descent. The mean Harvey-Bradshaw Index (HBI) score for 
CD patients was 3.5±4.0, indicating that the patients were in remission; whilst the mean 
Partial Mayo score for the UC subjects recruited from CRGH was 4.8±6.2, indicating that 
these patients had mild-to-moderate disease activity. Of the 53 subjects recruited from 
ix 
 
UMMC, 21 were CD patients and 23 had UC. There were 9 control subjects. There were 28 
male and 25 female subjects from UMMC, where 10 were ethnic Malays, 21 ethnic Chinese, 
21 ethnic Indians and 1 subject who was of Middle-Eastern descent.  The mean HBI score for 
Malaysian CD patients was 3.7±2.7, indicating that these patients were in remission. Mean 
Partial Mayo score for the UMMC UC subjects was 1.7±1.0, indicating that the UC patients 
were in remission as well. Based on clinical information however, patients from Malaysia 
had more severe disease at time of recruitment as compared to those in Australia.  
 
Overall, no significant difference was noted when the percentage of Tregs in the PBMC of 
controls vs subjects with IBD was compared, either between controls and pooled IBD 
patients or between controls and patients with CD or UC. Australian vs. Malaysian subjects 
showed differences between total Treg cells and Treg subsets (as well as total CD4 T cells and 
Tconv subsets) within PBMCs. Mean Treg as well as Tconv frequency differed between control 
subjects from the two countries. Mean effector/memory Tconv frequency in the peripheral 
blood also differed for CD and UC patients from Australia vs. Malaysia. Effector/memory as 
well as naive Treg frequencies in the mucosa of patients with inactive IBD were different 
from controls.  
 
The differences in regulatory T cell frequencies as well as subset populations may explain 
differences in clinical presentation of IBD amongst Asian patients. However, these 
differences may also be due to an increased awareness of such conditions, as well as proper 
optimisation of initial treatment regimes, within Australia as compared to Malaysia.  
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Chapter 1: Introduction 
1.1 Inflammatory bowel disease 
Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are the two major forms of idiopathic 
inflammatory bowel disease (IBD), a chronic relapsing and remitting inflammatory disorder 
which results from immune dysregulation (Vora, Shih et al. 2012). Aetiologically, it has 
proposed that the development and increase in IBD cases is part of a larger global epidemic 
of immuno‐inflammatory diseases, where failure of immune regulation is driven by the 
interplay between genetic susceptibility and environmental factors (de St Groth 2012). 
 IBD occurs in individuals who are clinically immunocompetent; the typical signs and 
symptoms seen are due to a non‐infectious, cytokine‐driven inflammation of the 
gastrointestinal (GI) tract. CD generally affects the terminal ileum and large bowel, but may 
also affect any part of the intestinal tract in a discontinuous manner (“skip lesions”), with 
transmural inflammation that may include granulomas. UC though mainly affects the colon 
in a continuous manner, with superficial mucosal inflammation that almost always involves 
the rectum (Strober, Fuss et al. 2007). A diagnosis of either CD or UC is made after 
considering the patient’s clinical history and findings whilst also taking into account the 
results of further investigations. Occasionally a patient may not clearly fit into either group; 
in such cases the person may be temporarily diagnosed as indeterminate colitis whilst 
awaiting further diagnostic results.  
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1.2 Historical aspect of IBD 
Historically UC was first noticed amongst patients who had cases of prolonged, non‐
infectious bloody diarrhoea. Whilst descriptions of such cases that fit a diagnosis of UC 
could be traced back to the era of Hippocrates and the Roman Empire, it was Sir Samuel 
Wilks that coined the term “ulcerative colitis” in an 1895 case report. 
 
A disease resembling Crohn’s disease too may have been described by Hippocrates, where it 
was labelled as terminal ileitis. The Scottish surgeon Kennedy Dalziel however, has been 
credited with the first thorough description consistent with CD in 1913 (Dalziel 1913). Over 
the years there were many reports of such ileo‐colonic cases, but it was not until 1932 that 
the term “Crohn’s disease” was used following a case series publication in the Journal of the 
American Medical Association by Crohn, Ginzbury and Oppenheimer (Mulder, Noble et al. 
2014). 
 
1.3 Clinical history and physical examination findings 
A person with IBD may complain of having symptoms for months or even years prior to 
diagnosis. Abdominal pain, lethargy, loose bowel motions, mucus and/or blood in stools are 
common complaints on presentation. Weight loss may also be another feature, related to 
the malnutrition caused by chronic intestinal inflammation. The person may have a close 
relative who has had IBD, raising the suspicion of a similar diagnosis. In regions where 
tuberculosis is endemic however, a high possibility of intestinal tuberculosis is usually 
entertained before a diagnosis of IBD is suspected.   
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Apart from points that could be elicited from history, physical examination may reveal a 
person who is clinically anaemic and malnourished. Depending on the severity of the 
underlying disease, the patient may have fevers, tachycardia and abdominal tenderness. CD 
patients may present with a right lower quadrant abdominal mass, or even intestinal fistulas 
and perianal disease. 
 
1.4 Extra‐intestinal manifestations (EIMs) 
These commonly are musculoskeletal, dermatological and hepatopancreatobiliary in nature, 
but occasionally may also involve the eyes, kidneys and lungs. EIMs are seen in 
approximately 25‐40% of patients with IBD (Bernstein, Blanchard et al. 2001); 
musculoskeletal EIMs include arthritis of either axial or peripheral joints (or even both), 
fibromyalgia or osteoporosis. Common skin‐related EIMs are erythema nodosum and 
pyoderma gangrenosum, whilst psoriasis or oral aphthous stomatitis are rarer. 
Hepatopancreatobiliary manifestations include primary sclerosing cholangitis, cholelithiasis 
and portal vein thrombosis. Ocular issues are episcleritis, scleritis and uveitis; whilst 
nephrolithiasis, obstructive uropathy and urinary tract fistulas are common renal 
complications. Significant pulmonary issues tend to be extremely rare, nevertheless, chronic 
bronchitis, subglottic stenosis, bronchiectasis, and bronchiolitis have all been reported to be 
associated with IBD. 
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1.5 Investigations 
1.5.1 Haematological investigations 
Blood investigations are routinely performed as part of the work‐up for diagnosing IBD. Low 
haemoglobin levels may indicate anaemia due to excessive gastrointestinal blood loss or 
even nutritional deficiencies. Taken as a whole however, haematological markers of 
inflammation as well as IBD‐related serological markers are of more utility in diagnosing as 
well as assessing the severity of the disease. 
 
1.5.2 Inflammatory markers 
Serum inflammatory markers or acute phase proteins and reactants that are useful in the 
context of IBD diagnosis and treatment include C‐reactive protein (CRP), erythrocyte 
sedimentation rate (ESR) and platelet counts. C‐ reactive protein, produced by the liver in 
response to a variety of acute and chronic inflammatory conditions is useful in assessing the 
degree of underlying intestinal inflammation (Vermeire, Van Assche et al. 2004). ESR and 
platelets on the other hand are affected by many factors and therefore are less useful as a 
marker of inflammation as compared to CRP. In fact, platelet counts are often high in active 
IBD. Nevertheless, serial measurements of these inflammatory markers are an important 
tool in managing an IBD patient as this will assist in making further treatment‐related 
decisions (Figure 1.1). 
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Figure 1.1: Interpretation of CRP levels and IBD activity scores (Carlson, Aldred et al. 2005, 
Iskandar and Ciorba 2012) 
 
1.5.3 Serological markers 
Antibodies in IBD patients are known to cross react with bacterial and fungal antigens. This 
is presumed to be due to an abnormal immune interaction between the host and 
commensal enteric microorganisms. Among the earliest recognised positive associations 
were between ASCA (anti‐Saccharomyces cerevisiae antibodies) and Crohn’s disease (CD); 
whilst ANCA (Anti‐neutrophil cytoplasmic antibodies) was noted to be present in ulcerative 
colitis (UC) patients. Apart from these two main antibodies, recently other antibodies 
associated with predominantly CD have also been identified e.g. Anti‐OmpC, Anti‐Cbir1, 
Anti‐I2, Anti‐A4‐Fla2, Anti‐Fla‐X, Antilaminaribioside carbohydrate IgG (ALCA), 
Antichitobioside carbohydrate IgA (ACCA) and Anti‐synthetic mannoside(A∑MA/AMCA). 
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1.5.4 Faecal biomarkers 
These biomarkers are present in faecal samples of patients with IBD. The three main 
examples that are currently used in the context of measuring intestinal inflammation and/or 
the efficacy of IBD treatment are calprotectin, lactoferrin and S100A12. 
 
As a tool to assess disease activity, remission and risk of relapse in IBD patients, faecal 
biomarkers are probably the most ideal at present as a non‐invasive marker for assessing 
disease activity. Amongst these, faecal calprotectin has been proven to be most useful in 
monitoring CD recurrence post‐surgery (Vermeire, Van Assche et al. 2006, Wright, De Cruz 
et al. 2014, Wright, Kamm et al. 2015). 
 
1.5.5 Genetic markers 
Apart from environmental factors and an altered immune response, genetics affect the 
presentation and course of IBD. IRF5 polymorphisms were shown to influence the risk 
profile for CD and UC in conjunction with ancestry and nucleotide oligomerization domain 2 
(NOD2) genotypes. Overall, a meta‐analysis of the NOD1/caspase recruitment domain‐
containing protein (CARD) 4 insertion‐deletion polymorphism and IBD showed no 
association between them; however, there was an association between NOD1/CARD4 
insertion‐deletion polymorphism and IBD at a younger age (i.e. less than 40 years). 
 
The CARD15 variant in CD was associated with an increased probability of having a higher 
ASCA titre. Additionally, there was an increase in diagnostic accuracy with the simultaneous 
use of a serological marker panel as well as genetic markers [autophagy‐related 16‐like 1 
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(ATG16L1), the NK‐2 homeobox NKX2‐3, extracellular matrix protein‐1 (ECM1), and signal 
transducer and activator of transcription 3 (STAT3)] and inflammatory markers, when 
compared to serological markers only. Another study showed that patients with single 
nucleotide polymorphism (SNP) 13 NOD2 risk alleles had a higher rate of complications as 
compared to patients without NOD2 mutations. These tests are of limited utility though as 
they are associated with high application costs and are only useful within a narrow range of 
situations (Ahmad, Marshall et al. 2003, Iskandar and Ciorba 2012). 
 
1.5.6 Radiological investigations 
Apart from plain abdominal X‐rays with or without barium enemas for the evaluation of 
large bowel abnormalities, for many years the small bowel follow through was the 
radiological examination of choice for assessing the small intestine. Computed tomography 
(CT) enterography, or CT enteroclysis provide detailed radiological information of the 
intestines, enabling anatomical localisation of ulcers, strictures or even fistulas if present. 
These modalities involve radiation exposure though, and repeated scans may subject the 
patient to higher than recommended levels of radiation. 
 
Magnetic resonance imaging (MRI) is thus a potentially better choice for repeatedly imaging 
the small and large bowels. There is no harmful radiation exposure, whilst being able to 
provide greater imaging detail than the above modalities. MRI however, is costly, thus it 
may not be available at many centres nor affordable for patients. 
 
Lastly, small bowel ultrasound deserves a mention. It is safe and inexpensive, and is able to 
detect bowel inflammation and thickening. Nevertheless, diagnostic accuracy is operator‐
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dependent, and ultrasonography is not useful for evaluating deep pelvic structures nor 
multiple bowel loops. 
 
1.5.7 Upper and lower gastrointestinal endoscopy 
Despite being invasive as well as having associated risks attached, gastrointestinal 
endoscopic procedures remain the mainstay in objectively assessing bowel inflammation. 
Gut lesions are able to be directly visualised and biopsied using flexible endoscopy (Figure 
1.2) of the upper and lower gastrointestinal tract. Common flexible endoscopic procedures 
include oesophagogastroduodenoscopy, which visualises the oropharynx up until the early 
part of the duodenum (proximal jejunum if push enteroscopic techniques are used); and 
colonoscopy which visualises the rectum up until the terminal ileum. 
 
Figure 1.2: Flexible video‐endoscopy 
www.medical.olympusamerica/specialty/gastroenterology 
 
Variations of these endoscopic procedures are available in order to access deeper areas of 
the intestinal tract. Due to the length and “floppiness” of the small bowel however, special 
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balloon‐assisted enteroscopic equipment and techniques have been devised in order to 
access and obtain samples from these areas.  
 
Apart from the traditional endoscopic methods, technology that was initially developed for 
military intelligence uses have been modified and refined to be used as diagnostic medical 
equipment. Wireless capsule endoscopy (WCE), which are essentially mini wireless cameras 
(Figure 1.3) that may be swallowed are now available to assist in locating and diagnosing 
intestinal lesions. WCE may be used to assess the oesophagus, small as well as large bowels; 
however, as it only transmits images there is a need to follow‐up later with a proper 
endoscopic procedure to access the identified lesion and obtain further tissue sampling. In 
certain cases, surgical resection may be the procedure of choice, depending on the site and 
type of lesion detected. 
 
 
Figure 1.3: Wireless capsule endoscopy 
www.medical.olympusamerica/specialty/gastroenterology 
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1.5.8 Histopathological examination 
Apart from clinical findings as well as the results of investigations mentioned earlier, it is 
important to obtain biopsy specimens of the intestinal lesions in order to strengthen a 
diagnosis of IBD. Histopathological evaluation of biopsy samples will provide further clues as 
to the cause of these lesions, as well as assist in differentiating a final diagnosis of either UC 
or CD in cases of IBD. 
 
With UC for example, microscopic examination of tissue samples may show widespread 
crypt architectural distortion with a diffuse transmucosal inflammatory infiltrate. There may 
be basal plasmacytosis, cryptitis and crypt abscesses. Depletion of mucin may assist in 
diagnosing UC as well even though this is a less specific feature. 
 
Microscopic diagnosis of CD is based on the presence of focal (i.e. discontinuous) chronic 
inflammation, focal crypt irregularity and granulomas. However, caution should be taken in 
making a diagnosis of CD if there is ileitis that is in continuity with colitis. A list of 
microscopic features that may assist in differentiating a diagnosis of UC vs CD is summarised 
in the Table 1.1: 
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  Ulcerative colitis  Crohn’s disease 
Crypt architectural irregularity  Diffuse (continuous)  Focal (discontinuous) 
Chronic inflammation  Diffuse (continuous)  Focal (discontinuous) 
  Decrease proximally  Variable 
Patchiness  Uncommon  Common 
Localisation  Superficial  Transmural 
  Transmucosal   
  Sometimes in submucosa   
Serositis    Absent except in fulminant 
colitis 
Present 
Lymphoid aggregates  Frequent in mucosa, 
submucosa 
Common, transmural 
Granulomas    Absent, except with 
ruptured crypts 
Present 
Acute inflammation  Diffuse (continuous)  Focal (discontinuous) 
Crypt epithelial polymorphs  Diffuse (continuous)  Focal (discontinuous) 
Crypt abscesses  Common  Uncommon 
Mucin depletion  Present, pronounced  Uncommon, mild 
Neuronal hyperplasia  Rare  Common 
Muscular hypertrophy  Absent  Present 
Paneth cell metaplasia  Present  Uncommon 
Pyloric gland metaplasia  Rare  Present 
Table 1.1: Microscopic features seen in IBD (Magro, Langner et al. 2013) 
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1.5.9 Clinical disease activity scores 
There are multiple scoring systems available to assess IBD clinical disease activity. Some 
examples include the Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) and Harvey‐Bradshaw Index 
(HBI) for CD, as well as the Mayo score for UC. There are many more scoring systems that 
incorporate laboratory and/or endoscopic features to improve on the accuracy of assessing 
clinical IBD activity (e.g. the van Hees Index for CD, or the Rachmilewitz Score for UC); 
nevertheless, the CDAI, HBI and Mayo scores are the ones most used in current clinical 
practice (Peyrin‐Biroulet, Panés et al. 2016). The HBI is similar to the widely‐used CDAI in 
that both primarily rely on clinical parameters in calculating disease activity. Whilst the 
exclusion of inflammatory markers in the calculation of these scores has been perceived as a 
limitation, such scoring systems are useful in clinical scenarios where more specialised 
investigation results may not be readily available.  
 
The CDAI, developed in 1976, is based on 8 clinical variables, of which 3 are derived from a 
1‐week patient diary (Best, Becktel et al. 1976). The HBI, devised in 1980, was created as a 
simplification of the CDAI where 3 variables were removed and symptoms were assessed for 
the preceeding 1 day before the interview. Calculations were made easier by removing 
coefficients and simplifying the scoring system (Harvey and Bradshaw 1980). Although the 
CDAI is still considered as the benchmark in the assessment of CD activity and severity, 
several papers comparing the two scoring systems showed that there is good correlation 
between them. As the CDAI is more detailed and takes more parameters into account, it is 
considered that this scoring system is more appropriate for clinical trials, whilst the HBI is 
more user‐friendly for day‐to‐day clinic use (Sandborn, Feagan et al. 2002, Best 2006, 
Vermeire, Schreiber et al. 2010). Using the HBI, if a patient’s score is less than 5 the patient 
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is considered to be in clinical remission, 5‐7 as mildly active disease, 8‐16 as moderately 
active and more than 16 as severely active CD (Best 2006). 
 
The full Mayo score was first described by Schroeder et al in 1987 (Schroeder, Tremaine et 
al. 1987). Consisting of 4 items that assessed disease activity over the preceeding 24 hours, 
various modifications of this scoring system have been used in several clinical trials 
(D'Haens, Sandborn et al. 2007). However, subsequently it was suggested that the 
endoscopic score component may be of lesser importance in gauging disease activity in 
patients with UC (Higgins, Schwartz et al. 2005, Higgins, Schwartz et al. 2005). Lewis then 
proceeded to compare the full Mayo scoring system vs. a partial Mayo score which did not 
include the endoscopic assessment component on a cohort of UC patients undergoing a 
clinical trial. End results showed that the partial Mayo score performed as well as the full 
Mayo score in identifying patient perceived clinical response. This was further confirmed by 
Dhanda et al (Dhanda, Creed et al. 2012). Thus the partial Mayo score is better suited for 
assessing UC severity in a clinic setting as invasive endoscopic assessment is not needed as 
part of the overall scoring system. With the full Mayo scoring system, remission is defined as 
having a score of 2 or less, 3‐5 is mild, 6‐10 moderate, and 11‐12 severe disease activity 
(Lewis, Chuai et al. 2008). For partial Mayo scores however, inactive disease is generally 
defined as having a score of 2 or less, mildly active 3‐4, moderately active 5‐6, and severely 
active disease 7‐9 (Nagy F 2012). 
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1.6 Natural course of disease 
 
Ulcerative colitis 
Following diagnosis and treatment, approximately 50% of patients with UC are in clinical 
remission at any given time. Overall though 90% of these patients will have an intermittent 
course of disease, with a colectomy rate of 24% at 10 years post‐diagnosis. Patients that had 
left‐sided colitis would have proximal progression of disease over a period of 25 years, 
whilst 75% of those that started off with severe disease tended to improve. UC patients 
tend to have a normal life expectancy as compared to the general population. 
 
Crohn’s disease 
Once diagnosed disease activity varies widely despite treatment, even though the disease 
location remains localised. It should be highlighted that in 27% of cases the disease evolves 
into a stricturing phenotype, or into a penetrating phenotype in 29% of cases when 
compared to a non‐stricturing disease phenotype at baseline. In the following year post‐
diagnosis disease exacerbation occurs in up to one third of patients, up to a quarter have 
low levels of disease activity whilst approximately 60% are in remission. Overall, 13–20% 
have chronic active disease, 67–73% have a chronic intermittent course whilst 10–13% 
remain in remission. The majority of patients will need surgical intervention at 20 years 
post‐diagnosis. When compared to the general population there is a slight reduction in life 
expectancy (Baumgart and Carding 2007). Figure 1.4 further highlights the long‐term 
evolution of Crohn’s disease. 
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Figure 1.4: Long‐term evolution of Crohn’s disease is structural damage (Cosnes, Cattan et 
al. 2002) 
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1.7 Treatment 
Treatment for IBD has to be personalised depending on the severity of the disease, the 
patient’s clinical condition as well as availability of therapeutic modalities. This traditionally 
has been described as the “Therapeutic Pyramid” of IBD as illustrated in Figure 1.5. 
 
Figure 1.5: The “Therapeutic Pyramid” of IBD. Based on Hanauer et al (Hanauer, Sandborn 
et al. 2001) 
IBD treatment may be broadly defined as being medical or surgical in nature. The following 
pages will discuss the different types of medical and surgical strategies that are available for 
treating this disease. 
 
1.7.1 Medical treatment 
Current medical treatment only ameliorates the degree of intestinal inflammation and is not 
considered curative (Strober, Fuss et al. 2007). There has been quite a degree of debate in 
the literature previously on the level of aggressiveness in treating patients with IBD 
(especially so in patients with CD); on the one hand is the step‐up approach whereby 
medical treatment is started at a lower intensity and then escalated if there is an 
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unfavourable clinical response. On the other hand, there are proponents of the top‐down 
approach whereby treatment is commenced at a higher intensity, which is then tapered to 
less intense modalities depending on clinical response (Figure 1.6). The current consensus 
however, is that therapy is personalised and that one size does not fit all; depending on 
factors e.g. patient age, disease severity as well as the presence of EIMs, the physician will 
then decide an appropriate level of initial medical therapy intensity and proceed from there. 
Current mainstream medical treatment modalities will be discussed further in detail. 
 
 
Figure 1.6: Step‐up vs. Top‐down approach in IBD treatment. D’Haens et al (D'Haens, Baert 
et al. 2008, D'Haens 2010) 
 
1.7.1.1 5‐ASA compounds 
Compounds containing 5‐aminosalicylates (5‐ASA) have been one of the main treatments 
for patients with mild‐to‐moderate UC and CD. Initially used for the treatment of 
rheumatoid arthritis, sulphasalazine was subsequently noted to have beneficial effects in 
the treatment of inflammatory bowel disease. This however, was limited by side‐effects, e.g. 
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agranulocytosis which was induced by the sulpha moiety. It was then demonstrated that 5‐
ASA was the functionally active component of this sulfapyridine congener, leading to the 
development of newer formulations e.g. mesalazine which does not include a sulpha group. 
The presumed mode of action of 5‐ASA‐containing compounds is that these block the 
production of prostaglandins and leukotrienes, inhibit bacterial peptide–induced neutrophil 
chemotaxis and adenosine‐induced secretion, scavenging reactive oxygen 
metabolites as well as inhibiting the activation of nuclear factorkB which all lead to a 
decrease in inflammatory activity (Podolsky 2002). 
 
1.7.1.2 Antibiotics 
Even though the case for infectious agents as a trigger for IBD is still being built, CD and UC 
are currently believed to result from an abnormal immunological reaction to gut microbiota 
in susceptible individuals. Thus antibiotics may play a role in treatment of these diseases; 
however, results thus far have been conflicting. A systematic review on the use of 
antibiotics for the treatment of IBD by Khan et al suggested that there is a role in inducing 
remission in active CD and UC, whilst preventing relapse in patients with quiescent CD 
(Khan, Ullman et al. 2011). Another review showed that there was an overall advantage to 
using antibiotics as part of the treatment for CD, with ciprofloxacin being significantly useful 
for perianal fistula cases (Su, Ma et al. 2014). 
 
1.7.1.3 Glucocorticoids 
Steroids are and will probably remain one of the most important therapies for IBD. The 
efficacy of steroids in the treatment of UC for example was first demonstrated in 1955 by 
Truelove and Witts (Truelove and Witts 1955). Commonly used steroids in IBD include 
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hydrocortisone and methylprednisolone which are administered intravenously into the 
systemic circulation, whilst prednisolone or budesonide may be given orally. Alternatively, 
steroids may be administered topically using foam or liquid enema preparations. 
Glucocorticoids act by diffusing through the plasma membrane and into the cytoplasm, 
followed by binding to the heat shock protein bound glucocorticoid receptor (GR). Following 
this it migrates to the nucleus where it then further binds to the GR response elements in 
the promoter regions of many genes and modifies transcription. This results in a reduced 
expression of adhesion molecules and trafficking of inflammatory cells to target tissues, as 
well as inducing apoptosis of activated lymphocytes and a decrease in inflammatory 
cytokine expression. 
 
Steroids are effective in induction of remission, particularly in UC but long term use should 
be avoided in view of its associated side effects such as osteoporosis/osteonecrosis, 
proximal myopathy, mood disturbances, adrenal suppression, cataracts/glaucoma, 
increased risk of infections as well as glucose intolerance which may lead to new onset Type 
II diabetes mellitus.  
 
For the treatment of ulcerative colitis, the choice and dose of steroids will depend on the 
clinical severity of the disease. Steroids are usually not used in cases of mild colitis, even 
though this may be extensive on endoscopic examination. In distal colitis, 5‐ASA 
preparations have been shown to have a better overall efficacy as compared to topical 
steroids. In patients with moderate UC, oral prednisolone should be considered in those 
with extensive colitis despite optimal 5‐ASA therapy. Oral prednisolone may also be used in 
selected cases of distal colitis where there has been lack of response to topical 5‐ASA 
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therapy. In severe or fulminant cases for example, intravenous hydrocortisone or 
methylprednisolone is given and then later changed to oral prednisolone with adequate 
clinical response. On the other hand, rescue therapy (e.g. biologic therapy) or surgical 
intervention may be warranted if there is poor clinical response to the aforementioned 
treatment strategies (Burger and Travis 2011, Travis, Satsangi et al. 2011).  
 
In patients with Crohn’s disease, steroids are usually given as first‐line treatment due to the 
poor efficacy of 5‐ASA. Either budesonide or prednisolone is given initially at optimal doses, 
then tapered down based on clinical response (Burger and Travis 2011). Immunomodulators 
(e.g. thiopurines, methotrexate) are then started to maintain remission. Alternatively, early 
biologic therapy (e.g. infliximab) may be considered in high risk patients. Steroids should not 
be used in fistulising Crohn’s disease cases due to lack of efficacy, it should not be used as 
maintenance therapy due to the adverse effects of long‐term glucocorticoid use, and 
steroids should also not be used in the presence of intra‐abdominal sepsis as it significantly 
raises the risk of overwhelming infection. It should be remembered that despite being a 
good agent at inducing initial disease control, the use of steroids have not been shown to 
improve the need for surgical intervention nor the number of abdominal complications in 
CD (Cosnes, Nion‐Larmurier et al. 2005). 
 
1.7.1.4 The thiopurine analogues 6‐mercaptopurine (6‐MP) and azathioprine (AZA) 
These are thought to act by lymphocyte proliferation inhibition through the binding of 
active drug metabolites into cellular nucleotides. This then causes an anti‐inflammatory 
effect through the suppression of T cell function and natural killer cell activity.  
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AZA is the active pro‐drug of 6‐MP, and therefore both are similarly converted by the 
enzyme xanthine oxidase to the active metabolite 6‐thioguanine (6‐TG), to the inactive 
metabolite 6‐thiouric acid; and to the hepatotoxic metabolite 6‐methylmercaptopurine (6‐
MMP) by the thiopurine methyltransferase (TPMT) enzyme (Bradford and Shih 2011). 
 
1.7.1.5 Methotrexate (MTX) 
A folic acid antagonist, MTX is thought to act by the blockade of DNA synthesis, increasing 
adenosine, and the inhibition of interleukin (IL)‐1 thus suppressing T cell function. Mainly 
used for the treatment of refractory, steroid dependent CD, there is not much evidence for 
the role of MTX in treating UC cases. 
 
1.7.1.6 Cyclosporine (CSA) 
A calcineurin inhibitor, CSA’s presumed mode‐of‐action is by decreasing antigen‐induced 
secretion of pro‐inflammatory lymphokines through the binding of calcium calmodulin‐
dependent protein phosphatase calcineurin. Nevertheless, there is minimal data on the use 
of CSA in IBD, and at the same time it is considered to be less safe than other IBD therapies. 
This is due to the risk of serious side effects as well as the need for close monitoring of 
drug levels due to a narrow therapeutic window. CSA therefore is usually reserved for 
severe IBD cases that are refractory to aggressive conventional management (Zenlea and 
Peppercorn 2014). 
 
1.7.1.7 Biologic therapies 
Over the last 15 years, biologics have been introduced in the management of CD (and UC). 
Indications for the use of biologics in the treatment of IBD include moderate to severe CD, 
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fistulising CD, moderate to severe UC as well as the presence of extra‐intestinal 
manifestations. Rationale for the early use of biological therapies in CD include specific 
targeting of key inflammatory response mediators (i.e. greater specificity than existing 
conventional therapies), the fact that biologics may be used for the treatment of active 
disease as well as long‐term maintenance of remission, and that it is very effective in 
fistulising disease (Rutgeerts, Feagan et al. 2004, Rutgeerts 2006). Alteration of the natural 
progression of disease is made possible as these drugs are highly effective in achieving 
clinical remission (Rutgeerts, Van Assche et al. 2004).  
 
Current biologic therapies include anti‐TNF based therapies e.g. infliximab, adalimumab and 
certolizumab pegol; anti‐α4 integrin therapy (natalizumab) as well as anti‐IL12 and 23 
therapy (ustekinumab), with the anti‐α4β7 integrin therapy (vedolizumab) on the horizon. 
Unlike steroids, biologics are able to induce endoscopic mucosal healing and are also 
effective in preventing or delaying the progression to surgery. It is also important to 
consider the level of mucosal healing obtained when treating an IBD patient. This is because 
mucosal healing is associated with lower relapse rates, lower hospitalisation rates, less 
bowel damage (i.e. fistulas) in CD, as well as a reduced need for surgery as the presence of 
mucosal lesions predict postoperative clinical recurrence in CD (Pineton de Chambrun, 
Peyrin‐Biroulet et al. 2010, Peyrin‐Biroulet, Ferrante et al. 2011). 
 
1.7.2 Surgical treatment 
In patients with UC, emergency surgery is indicated when there are severe life‐threatening 
complications such as bowel perforation, rectal bleeding refractory to medical and 
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endoscopic therapy as well as persistent toxic megacolon despite adequate medical 
therapy. On the other hand, elective surgery is planned for patients with dysplasia or cancer, 
or those with refractory ulcerative colitis despite aggressive medical management. 
As compared to UC where there is a high chance of disease remission post‐surgery, this may 
not hold true for CD cases. Surgery might be necessary to induce remission or to treat 
complications; however, in CD surgery is not curative. For patients with colonic CD in 
general the indications for emergency and elective surgery are similar to those for UC. CD‐
specific reasons for surgical intervention are: fibrotic stricture formation (and thus partial or 
complete bowel obstruction), internal fistulas complicated by abdominal abscess, 
enterovesical as well as enterocutaneous fistulas. 
 
1.8 Epidemiology 
1.8.1 East vs. West 
Loftus in 2004 mentioned that even though both the incidence and prevalence rates of IBD 
was still low in Asia as compared to Europe and North America, these were rapidly 
increasing with UC cases predominating. Even though CD incidence was still low he 
suggested that mirroring the sudden mid‐1990s increase of IBD in European countries CD 
would also become much more prevalent in Asia, eventually matching the incidence of UC 
(Loftus 2004). Traditionally considered to be a Western disease, within the last decade there 
has been a progressive rise in the incidence of IBD in these previously low‐incidence areas, 
whilst at the same time the number of cases in West European and North American 
countries have stabilised (Lakatos 2006). This trend has been shown time and again, where 
there has been a consistent rise in prevalence and incidence rates of CD and UC in the Asian 
continent (Thia, Loftus et al. 2008, Leong, Kamm et al. 2010, Ooi, Fock et al. 2010). In Hong 
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Kong for example, reports show that there has been a six‐fold increase in IBD cases over the 
past 20 years (Chow, Leong et al. 2009). More recent papers from China, which is 
experiencing rapid modernisation and Westernisation of lifestyle further confirm this 
notion. IBD, once considered a niche disease is now more prominent and will require more 
healthcare resources in the future (Zeng, Zhu et al. 2013, Zhao, Ng et al. 2013). As it is, the 
exact causes for these changes are still unknown. Apart from the obvious issue of increased 
disease awareness and better diagnostic practices, the answer would still likely to be an 
interaction between the environment, changes in lifestyle as well as genetic susceptibility. 
These alterations in living environment and lifestyle, which have come about due to 
economic growth and affluence have no doubt contributed to the rise in incidence of IBD in 
Asia (Ng 2010). Genetics however, only contribute a minor role as there are differences in 
genetic susceptibility of Asian vs. Western IBD subjects which do not seem to explain the 
larger issue of the rise of IBD cases amongst Asian subjects (Lakatos 2006, Thia, Loftus et al. 
2008).  It has been proposed that this increase in IBD cases is part of a larger global 
epidemic of immuno‐inflammatory diseases, where failure of immune regulation is driven 
by the interplay between genetic susceptibility and environmental factors (de St Groth 
2012).  
 
The ACCESS study puts in stark contrast the incidence of IBD in Australia, considered a 
Western nation, and other countries in the Asia‐Pacific region (Table 1.2 and Figure 1.7) (Ng, 
Tang et al. 2013). And although the incidence and prevalence of IBD is lower in Asia 
compared to the West, there are discrete ethnic differences in incidence within Asian 
countries, and also an increased incidence in IBD in migrants from Asia to the West 
(Prideaux, Kamm et al. 2012). In countries such as Malaysia and Singapore that have multi‐
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racial populations for example, there is evidence of distinct ethnic differences whereby 
Indians tend to be most susceptible to developing IBD as compared to the Chinese or 
Malays (Goh and Xiao 2009). Apart from this, Hilmi et. al. showed that there was also a 
higher prevalence of extra‐intestinal manifestation of IBD, with a trend towards more 
extensive disease amongst ethnic Malaysian Indians (Hilmi, Tan et al. 2006, Hilmi, Singh et 
al. 2009).  
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Location 
Age‐standardised incidence (per 100,000 persons) 
IBD  CD  UC  IC 
Australia  24.54  14.61  7.47  2.45 
Mainland China (Chengdu)  0.56  0.15  0.42  0 
Mainland China (Guangzhou)  3.14  1.09  2.05  0 
Mainland China (Xian)  0.5  0.05  0.41  0.04 
Hong Kong  2.62  1.25  1.3  0.07 
Indonesia  0.83  0.27  0.56  0 
Macau  2.24  0.89  0.93  0.42 
Malaysia  1.01  0.18  0.71  0.12 
Singapore  0.97  0.39  0.51  0.06 
Sri Lanka  1.55  0.56  0.94  0.04 
Thailand (Chiangmai)  0.54  0.25  0.29  0 
Thailand (Bangkok)  0.58  0.34  0.24  0 
Table 1.2. Age‐Standardised Incidence of Crohn’s Disease and Ulcerative Colitis in Asia‐
Pacific. (IBD: inflammatory bowel disease, CD: Crohn’s disease, UC: ulcerative colitis, IC: 
indeterminate colitis) (Ng, Tang et al. 2013) 
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Figure 1.7: Map showing age‐standardised incidence of IBD in the Asia‐pacific region(Ng, 
Tang et al. 2013). 
 
1.8.2 Epidemiology of IBD in Australia 
The Australian population is culturally diverse, comprising of multiple ethnic groups that are 
mainly of European and Asian (including Middle‐Eastern) descent. According to the 2011 
Australian National Census, the Australian total population stood at 21.5 million of which 
69.8% were Australian‐born (Statistics 2012). 
 
A population‐based IBD incidence study was conducted in the Hunter Valley region of New 
South Wales on CD patients between 1967 and 1991. There was a mean incidence of 1.38 
per 105 population, with the most common site affected being the ileo‐colon, followed by 
the colon and jejunal areas (Anseline 1995). The author noted that even within this time 
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period there was a 3‐fold increase in incidence rates between the first and second 10 years 
of the study. 
 
A larger, prospective population‐based IBD study was then conducted by Wilson et al in 
Geelong, Victoria which showed that the incidence rates for CD and UC were 17.4 and 11.2 
per 105 persons respectively in 2007‐2008 (Wilson, Hair et al. 2010). This incidence rate was 
significantly higher than reported by Anseline (Anseline 1995) between 1967‐1977 (0.66 per 
105 persons), indicating a more than a 26 fold increase when comparing both time periods. 
The more recent study also showed that in terms of CD phenotype, terminal ileum 
involvement was the most common site of involvement (49%), followed by colonic‐only 
disease (27%) and ileocolonic (24%). As for UC, proctosigmoiditis or left sided colitis was 
most common (48%), followed by isolated proctitis (35%) and pancolitis (17%) (Wilson, Hair 
et al. 2010). 
 
1.8.3 Epidemiology of IBD in Malaysia 
The Malaysian population is made up of three large ethnic groups; Malays, Chinese, Indians. 
The 2010 Malaysian National Census states that the Malaysian population was 28.3 million, 
of which 67.4% were Malays and indigenous communities, 24.6% were Chinese and 7.3% 
Indian (Department of Statistics 2011).  Overall, the incidence of IBD, UC and CD respectively 
0.68, 0.46 and 0.20 per 105 person‐ years, whilst the prevalence of IBD, UC and CD 
respectively were 9.24, 6.67 and 2.17 per 105 persons. The highest incidence and prevalence 
was seen amongst Indians as compared to the Malays and Chinese. IBD incidence amongst 
Indians was 1.91, as compared to 0.35 and 0.63 per 105 persons amongst the Malay and 
Chinese whilst prevalence was 24.91 among the Indians compared with 7.00 and 6.90 per 
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105 persons for the Malay and Chinese respectively (Hilmi, Jaya et al. 2015). In comparison 
with Western patients, Malaysian UC patients may have a milder clinical course and lower 
rates of colectomy (Hilmi, Singh et al. 2009). On the other hand though, Malaysian patients 
with CD show a very similar disease progression as those in the West with high rates of 
surgery (Hilmi, Tan et al. 2006). In these cases, the commonest CD location was the ileo‐
colonic area. There were similar extra‐intestinal complications as compared to Western 
patients including osteopenia and osteoporosis. 
 
1.9 Intestinal immunity 
 
There is strict regulation of the intestinal immune system in order to maintain gut defence 
against pathogens whilst preventing an excessive inflammatory reaction. Within the gut are 
the lamina propria, isolated lymphoid follicles scattered throughout the colon and 
mesenteric lymph nodes which represent the three main areas where immune activity 
occurs. It is presumed that the two latter locations are important in initiation as well as the 
degree of immunological response (Izcue, Coombes et al. 2006). As it is, the gut is one of the 
major sites for foreign antigen encounter and thus is associated with several different types 
of lymphoid organs which are referred to as gut‐associated lymphoid tissue (GALT). The 
largest collection of lymphoid tissues in the body, GALT consists of mesenteric lymph nodes, 
Peyer´s patches, isolated lymphoid follicles, and cryptopatches, as well as diffusely scattered 
lymphocytes and dendritic cells in the lamina propria and intestinal epithelium(Forchielli 
and Walker 2005). Apart from this, intestinal lymph drains into the mesenteric lymph nodes 
thus making these nodes an important checkpoint in determining the anatomical location of 
tolerogenic or inflammatory responses (Izcue, Coombes et al. 2009). 
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1.9.1 T cells 
As mentioned previously, factors which include immunologically‐active cells as well as 
related cytokines play a significant role in IBD. Of these, T cells are an important cell type 
that perform a diverse number of functions which contribute to the pathogenesis of IBD. 
The T cell lineage, in terms of developmental pathway, subgroups and functionality as well 
as involvement in IBD, will be explored further in the following pages. 
 
T cell progenitors migrate from the bone marrow and develop within the thymus, entering 
as CD4 and CD8 negative progenitor T cells. The cells then express CD4 and CD8 as they 
mature, and are thus termed double‐positive thymocytes. Central tolerance mechanisms act 
to make sure that T cells which have the capacity to react to foreign antigens are positively 
selected for further differentiation. At the same time double positive thymocytes that are 
responsive to self antigens are removed prior to entering the systemic circulation, i.e. 
negative selection of self‐reactive cells occurs. Double positive thymocytes interact with 
major histocompability complexes (MHCs). MHCs are molecules present on the surface of 
cells that mediate interactions between leucocytes and other cells. MHCs may be divided 
into two classes based on their structure; MHC Class I vs MHC Class II. Double positive 
thymocytes that react well with MHC Class I molecules move on to become single positive 
CD8+ cells, whilst those that interact well with MHC Class II molecules go on to mature as 
single positive CD4+ cells. At the same time double positive thymocytes that react too 
weakly with MHC molecules die by the process of apoptosis. 
 
The process of negative selection on the other hand ensures the removal of thymocytes that 
may cause auto‐immunity. Thymocytes that highly react with self‐antigens are negatively 
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selected either by clonal deletion, receptor editing or clonal diversion thus ensuring self‐
tolerance. The process of clonal deletion occurs within the foetus where immunocytes with 
self‐antigen reactivity are deleted. Thymic generation of Tregs (and acquisition of FOXP3) 
start off at the moment when their TCR‐to‐antigen affinity is at the upper limit for positive 
selection but slightly less than what is needed for negative selection. This is further 
illustrated in Figure 1.8. 
 
Figure 1.8: Treg selection 
Tregs are selected within the thymus (purple area) from thymocytes that have a TCR‐to‐
antigen affinity at the upper limit of positive selection whilst being slightly lower than that 
for negative selection. Adapted from Palmer (Palmer and Naeher 2009). 
 
Following positive and negative selection the remaining thymocytes become mature naive T 
cells. Naive thymic T cells, with the assistance of CD4 co‐receptors for helper and CD8 for 
cytotoxic T cells, then become activated following antigen‐MHC binding after leaving the 
thymic microenvironment. 
 
32 
 
1.9.2 T cell subpopulations 
T cells may be classified into several different subpopulations based on their function as well 
as the presence or absence of the surface markers CD4+ and CD8+. Memory T cells, which 
may be either CD4 or CD8 positive, are antigen specific T cells that rapidly expand to provide 
effector T cells when re‐exposed to recognised antigen (Willinger, Freeman et al. 2005). 
Gamma delta T cells (γδ T cells) are a small subset of T cells with a unique TCR that are 
present within the gut mucosa, skin, lungs and uterus (Vantourout and Hayday 2013). 
Cytotoxic T cells, which are CD8+, destroy virus‐infected and tumour cells (Milstein, Hagin et 
al. 2011), whilst natural killer T cells recognise glycolipid antigen and may have both helper 
as well as cytotoxic T cell function (Tupin, Kinjo et al. 2007).  
 
CD4+ cells may be subdivided into two types based on function: effector cells, which protect 
against foreign agents, and regulatory T (Treg) cells whose function is to prevent 
autoimmunity as well as regulating the effector vs exogenous antigen response. Within the 
effector T cell compartment, T helper (Th) cells assist in the maturation of B cells into plasma 
cells and memory B cells, and in the activation of cytotoxic T cells plus macrophages 
(Gutcher and Becher 2007). Based on distinct cytokine, transcription factor and homing 
receptor profiles, several populations of human Th lymphocytes have been recognised. 
Apart from the well known Th1 and Th2 populations, other groups include the Th17, Th22, Th9 
and T follicular helper (Tfh) subsets. However, recent developments suggest that the 
distinction between these different lineages may be rather arbitrary (especially so for the 
Th17 subset) due to cellular plasticity that may shift the cells from one phenotype to another 
based on physiologic conditions (Corthay 2009). The role of Tregs, especially in IBD, will be 
discussed in further detail in the following sections. 
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1.9.3 T cells in IBD 
Failure of intestinal immunity in IBD has been described with regards to T‐ and B‐cells, the 
main effector cells of adaptive immunity. More attention has been given to T‐cells as well as 
their soluble mediators in relation to T helper (Th) cell subsets. CD, for example, is associated 
with a Th1 T‐cell cytokine profile that includes IFN‐γ, TNF‐α and IL‐12. Th17 cells have also 
been implicated in CD as these cells are responsible for IL‐17 production, which is noted to 
be increased in CD patients (Himmel, Hardenberg et al. 2008). UC has been associated with 
an atypical Th2 cytokine profile that includes IL‐15 and IL‐10 (Danese and Fiocchi 2006). It 
has been postulated from mouse models that IBD is a result of T‐cell mediated regulatory 
failure; normally these processes would halt intestinal inflammation (Izcue and Powrie 
2008).  
 
1.10 Gut T cell trafficking 
1.10.1 Chemokines, Chemokine receptors (CR) and Integrins 
In the intestine, antigen presenting cells (APCs) phagocytise luminal antigens and migrate to 
the mesenteric lymph nodes through afferent lymphatic vessels where they subsequently 
present these to naïve B and T lymphocytes. This interaction results in an immune response 
in which activation, proliferation and differentiation of the respective lymphocytes occur. 
Activated B and T lymphocytes then leave the lymph nodes and proceed via the thoracic 
duct to the bloodstream. These lymphocytes may then home to the intestinal mucosa or to 
separate peripheral tissues with the assistance of integrins and chemokines present in those 
tissues.  
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The process involved in recruiting these activated lymphocytes into their target tissues 
involves adherence and migration across the endothelium. This is assisted by the expression 
of chemokine receptors and integrins, ultimately determining the migration of T cells to 
specific tissues and microenvironments (Teraki, Miyake et al. 2004). 
 
For example, peripheral circulating lymphocytes that express α4β7 interact with the ligand 
Mucosal Addressin Cellullar Adhesion Molecule‐1 (MadCAM‐1) that is present on 
endothelium, whilst those that express the integrin αEβ7 migrate into the lamina propria 
through the interaction of αEβ7 with E‐cadherin that is expressed by epithelial cells (Adams 
and Eksteen 2006). Vedolizumab, one of the monoclonal antibodies available for the 
treatment of CD, acts against α4β7 integrin (Lobaton, Vermeire et al. 2014). Examples of 
gut‐related chemokines and their associated receptors that are present on T cells are CCL25 
(chemokine) and CCR9 (receptor), as well as CX3CL1 (chemokine) and CX3CR1 (receptor). 
The first pair is associated with migration of effector and memory T cells to the gut and 
thymus, whilst the second pair is associated with the migration of T cells to gut mucosa 
(Sans, Danese et al. 2007, Jaensson, Uronen‐Hansson et al. 2008). 
 
In IBD, the initial process of leucocyte infiltration into the intestine is considered an 
important event which eventually leads to disease development and progression. This 
occurs under the coordination of integrins and chemokines, where tissue‐specific and cell 
type‐selective trafficking plus maintenance of leucocytes within the intestine result in 
damage to the intestinal tissue (Nishimura, Kuboi et al. 2009). Based on this, it would 
therefore be reasonable that a comprehensive understanding of the various roles of 
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chemokines and their receptors in IBD would potentially assist in the development of future 
treatments and interventions. 
 
1.11 Tregs in IBD 
Early studies by Powrie using naive CD4+ T‐cells transferred into immunodeficient mice 
lacking regulatory T (Treg) cells resulted in colitis that was dependant on the presence of 
commensal bacteria, but adoptive transfer of Treg cells stopped progression of disease and 
reversed existing pathology (Himmel, Hardenberg et al. 2008). There is increasing evidence 
however, that analogous defects in Treg cell function could also contribute to IBD in humans, 
with a focus on altered T‐cell mediated responses to bacterial proteins as an important 
aetiological factor (Himmel, Yao et al. 2012). 
 
Treg cells, which were previously known as suppressor cells, are cells that have the ability to 
inhibit or control the expansion of antigen‐reactive T‐cells that are potentially pathogenic in 
nature (Scaldaferri and Fiocchi 2007). The presence of such cells that originated from the 
thymus and had a suppressive activity on bone marrow‐derived lymphocytes was shown by 
Gershon and Kondo in 1970 (Gershon and Kondo 1970). However, there was no unique 
molecular marker available to identify T‐cells with suppressor qualities, which impeded 
progress in this field. The situation improved in 1995 when Sakaguchi et al. identified CD25 
as a phenotypic marker for suppressive CD4+ T‐cells in mice. Initially identified as a specific 
sub‐population of human CD4+ T‐cells that expressed CD25, the α chain of IL‐2 receptor, it 
was demonstrated that when CD4+ cells obtained from the circulation were sorted based on 
CD25 expression, the fraction that had the highest CD25+ levels could reliably suppress in 
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vitro. Treg cells expressing CD25high represent only 1‐3% of the circulating human CD4+ T‐cell 
population (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995, Baecher‐Allan, Brown et al. 2001). 
 
The Treg cells themselves are a diverse group within the larger T‐cell population, which 
includes multiple T‐cell subsets that exhibit suppressive function. These CD4+ T‐cell subsets 
are categorised by origin, function, and expression of cell surface markers as well as the 
transcription factor forkhead box P3 (FOXP3). Identified as a lineage‐defining transcription 
factor for Treg cells in both mice and humans, loss‐of‐function mutations or deletion in the 
gene encoding for FOXP3 result in a fatal inflammatory disease in mice, and in humans 
immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X‐linked (IPEX) syndrome, which 
is usually accompanied by intestinal inflammation (Yagi, Nomura et al. 2004, Roncador, 
Brown et al. 2005, Izcue, Coombes et al. 2009).  
 
Type 1 regulatory (TR1) cells are peripherally‐induced, produce IL‐10 and TGF‐β and carry no 
unique cell marker. TR1 cells are recognised by their ability to produce IL‐10 but not pro‐
inflammatory cytokines. T helper 3 (TH3) cells are another group of Treg cells; these cells are 
also peripherally‐induced and exert a suppressive function via TGF‐β secretion. Similar to 
TR1 cells, TH3 cells do not express a unique cell surface phenotype (Buckner 2010). Due in 
part  to the relative ease in tracking as compared to other Treg cell subtypes, the 
subpopulation that is most studied thus far is CD4+CD25+FOXP3+ regulatory T‐cells; these 
may be further divided into two groups based on the location where the cells are produced. 
Naturally occurring Treg cells develop in the thymus and have T‐cell receptors which are 
specific for self‐antigens. Treg cells may also be produced peripherally (“induced”) via 
conversion from effector T‐cells, as a result of inflammatory processes in peripheral tissue. 
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Natural regulatory Treg cells are induced to express gut homing receptors after being 
activated in mesenteric lymph nodes. This is important in maintaining normal intestinal 
homeostasis, as alterations in peripheral tissue FOXP3 Treg cell distribution has been 
demonstrated to cause tissue‐specific inflammatory disease (Agace 2008). The intestine is 
also considered to be the main location where conversion of conventional T‐cells to induced 
Treg cells occurs, facilitated by TGF‐β and retinoic acid‐producing CD103+ dendritic cells 
present in GALT (Sun, Hall et al. 2007).  
 
Treg cells are important in controlling immune homeostasis and restraining autoimmunity by 
affecting cells that mediate both innate and adaptive immunity. These regulatory T‐cells 
exert their effect by secreting inhibitory cytokines e.g. interleukin‐10 (IL‐10), transforming 
growth factor β (TGF‐β), through metabolic disruption, granzyme‐mediated cytolysis, 
cytotoxic T‐lymphocyte antigen (CTLA)‐4 expression and dendritic cell targeting (Himmel, 
Hardenberg et al. 2008). IL‐10 specifically inhibits both macrophage and dendritic cell 
function, whilst TGF‐β inhibits T‐cell activation, proliferation and differentiation (van Driel 
and Ang 2008).  It was shown early on in mouse models that IL‐10 plays an important role in 
Treg cell‐mediated suppression of intestinal inflammation where IL‐10 blockage or the use of 
deficient Treg cells decreased the protective effect of these Treg cells on T‐cell transfer‐
induced colitis (Asseman, Mauze et al. 1999). In humans, the IL‐10 locus has been identified 
as a susceptibility locus in ulcerative colitis where IL‐10RA or IL‐10RB mutations result in 
severe early onset IBD (Franke, Balschun et al. 2008, Glocker, Kotlarz et al. 2009). Treg cells 
also produce a large amount of membrane‐bound and soluble TGF‐β, and blocking TGF‐β 
partially reduces suppression of human T‐cell proliferation in vitro, which suggests that 
autoimmunity may be governed by Treg cell‐produced TGF‐β (Levings, Sangregorio et al. 
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2002). Other researchers, however, have not found a role for TGF‐β in Treg cell‐mediated 
suppression of T‐cells (Baecher‐Allan, Viglietta et al. 2002, Godfrey, Spoden et al. 2005). 
Human Treg cells can also suppress the activity of antigen‐specific T‐cells in a cell‐contact‐
dependent manner (Jonuleit, Schmitt et al. 2002). Thus, the definite role of TGF‐β in Treg cell‐
mediated suppression might depend very much on the type of target cell and the location of 
the immune response (Schmidt, Oberle et al. 2012). Nevertheless, it is generally accepted 
that Treg‐secreted TGF‐β and IL‐10 are important for modulation of effector T‐cell actions 
(Zenewicz, Antov et al. 2009). 
 
When compared to natural Treg cells, induced Treg cells usually are more specific towards 
certain foreign antigens, cell types or tumours, thus making induced Treg cells more suitable 
in responding towards infectious agents. This is especially important in GALT where TGF‐β 
promotes the conversion of induced Treg cells (Vignali, Collison et al. 2008). Both types of Treg 
cells exert a negative immune response through contact‐dependant mechanisms as well by 
producing soluble factors which include TGF‐β, IL‐10 and IL‐35. Thymus‐derived natural Treg 
cells express the transcription factor Helios whilst peripherally‐derived induced Treg cells do 
not, thus providing a way to discriminate between these two groups (Buckner 2010). 
Peripherally‐derived, antigen‐induced Treg cells have been shown to be expanded in models 
of oral tolerance, thus controlling local and systemic antigen‐induced hypersensitivity 
responses (Maloy and Powrie 2011). It has also been shown that thymus‐generated Treg cells 
can be further divided into two subsets based on differential expression of the 
costimulatory molecule ICOS, where cells with the ICOS+FOXP3+ phenotype produce high IL‐
10 levels as contrasted with the ICOS‐FOXP3+ subset that has high TGF‐β production instead 
(Ito, Hanabuchi et al. 2008). 
39 
 
 
As mentioned earlier, the entry of T cells into specific tissues and microenvironments occurs 
with the assistance of chemokine receptors and integrins. In the context of Tregs, several 
specific homing receptors have been identified. The following table summarises some of the 
important homing receptors expressed by Tregs and their functions: 
Site of Treg migration  Receptor  Function 
Lymphoid tissues  CD62L  Migration to lymph nodes 
CCR7  Migration to lymph nodes 
and the spleen 
Non‐lymphoid tissues  E‐selectin and P‐selectin 
ligands 
Migration to skin and 
inflamed tissues 
αEβ7 integrin  Epithelial localisation 
α4β7 integrin  Migration to gut‐associated 
lymphoid tissues 
CCR2  Migration to inflamed 
tissues 
CCR4  Migration to skin and other 
inflamed tissues 
CCR5  Migration to inflamed 
tissues 
CCR6  Migration to sites of Th17 
cell‐mediated inflammation 
CCR8  Migration to skin and sites 
of Th2 cell‐mediated 
inflammation 
CCR9  Migration to the small 
intestine 
CCR10  Migration to mucosal 
tissues and skin 
CXCR3  Migration to sites of Th1‐
mediated inflammation 
CXCR5  Migration to B cell follicles 
and germinal centres 
CXCR6  Migration to the liver 
Both lymphoid and non‐
lymphoid tissues 
CXCR4  Migration to bone marrow, 
Peyer’s patches and tumour 
sites 
 
Table 1.3: Homing receptors expressed by Tregs (Adapted from Campbell 2011) (Campbell 
and Koch 2011) 
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In IBD, investigators have researched the link between Treg frequencies and disease activity, 
especially with regards to comparing and contrasting Treg cells in the peripheral circulation 
vs. intestinal mucosa. It has been shown that patients with active IBD have a reduced 
number of CD4+CD25+FOXP3+ Treg cells in their peripheral blood, which suggests an inverse 
correlation in the number of peripheral blood Treg cells with the degree of disease activity 
(Saruta, Yu et al. 2007). At the same time studies have reported that Treg cells are increased 
in the intestinal mucosa of patients with active IBD as compared to healthy controls (Yu, 
Saruta et al. 2007). It is generally accepted that even though Treg cells are decreased during 
active disease and increased during remission, these cells still retain their suppressive 
activity. Nevertheless, although Treg cells are increased in IBD mucosal lesions as compared 
to normal controls, it has been suggested that this increase is significantly lower than that 
seen in inflammatory conditions (e.g. acute diverticulitis), which suggests a defect in 
compensatory inflammatory mechanisms (Maul, Loddenkemper et al. 2005). In the 
literature however, the actual percentage of Tregs that are present in inflammatory bowel 
disease subjects as compared to controls differs from one study to another. This may be due 
to several factors e.g. the selection of markers used for gating or the heterogeneity of the 
study subjects themselves. The following table lists several studies that reported the 
frequencies of Tregs present in the peripheral blood and gut mucosa of subjects with IBD: 
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Source  IBD type  Location  Gating strategy  Regulatory T cell frequencies 
IBD patients  Controls 
Maul  
2005 (Maul, 
Loddenkemper 
et al. 2005) 
Mixed  Peripheral 
blood 
CD4+CD25high  Active CD 0.68±0.40%, n=23 
Inactive CD 2.04± 1.06%, n=22 
Diverticulitis 
patients 2.03± 
1.13%, n=11 
 
Healthy controls 
1.64±0.72%, n=15 
Active UC 0.80± 0.39%, n=13 
Inactive UC 2.03± 1.13%, n=11 
Lamina 
propria 
CD4+CD25high as well as 
immunohistochemistry 
for FOXP3 
CD n=20 (paired samples) 
Inflamed mucosa 0.64±0.44% 
Non‐inflamed mucosa 0.34± 0.35% 
 
UC n=14 (paired samples) 
Inflamed mucosa 1.07± 0.50% 
Non‐inflamed mucosa 0.50± 0.33% 
Takahashi 
2006 
(Takahashi, 
Nakamura et 
al. 2006) 
Mixed  Peripheral 
blood 
CD4+CD45RO+CD25+  Active CD 4.4± 0.7%, n=8 
Inactive CD 3.1± 0.3%, n=19 
Healthy controls 
2.9± 0.4%, n=10 
Active UC 1.3± 0.2%, n=17 
Inactive UC 2.30± 0.3% , n=10 
Yu  
2007 (Yu, 
Saruta et al. 
2007) 
UC  Lamina 
propria 
FOXP3+CD4+  Inflamed mucosa 
15.5±9.6%, n=6 
Healthy controls  
3.1±1%, n=9 
Non‐inflamed mucosa 7.5±2.6%, n=7 
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Lamina 
propria 
CD4+CD25+FOXP3+  Frequency of FOXP3+ cells among 
CD4+CD25+ cells in inflamed and 
uninflamed 
Healthy controls: 
% of FOXP3+ cells 
among 
CD4+CD25+ cells 
Normal PBL 
85±6% 
Normal LPL 
46±14% 
Saruta  
2007 (Saruta, 
Yu et al. 2007) 
CD  Peripheral 
blood 
FOXP3+CD4+  Overall 9.0±2.3%, n=30 
Active CD 8.2±2.6%, n=17 
Inactive CD 10.2±1.3%, n=13 
Healthy controls : 
5.9±1.5%, n=11 
 
Peripheral 
blood 
FOXP3+CD4+  On 6MP/AZA for at least 3months 
7.8±2.4%, n=13 
Not on 6MP/AZA 9.9±1.8%, n=17 
Lamina 
propria 
FOXP3+CD4+  Inflamed mucosa 14.3±5.8%, n=15 
Non‐inflamed mucosa 10.0±4.7%, n=13 
Healthy controls : 
5.4±3.4%, n=14 
Sumida  
2008 (Sumida, 
Nakamura et 
al. 2008) 
UC  Leukapheresis 
product 
CD4+CD25high  1.96% (1.0‐3.3%), n=5  None 
Kamikozuru 
2009 
(Kamikozuru, 
Fukunaga et 
al. 2009) 
UC   Peripheral 
blood  
CD4+CD25high  0.77±2.40%, n=31  0.96±0.36%, n=13 
Li  
2010 (Li, Arijs 
et al. 2010) 
Mixed  Peripheral 
blood 
CD4+CD25+FOXP3+  IBD 3.66 median, 2.55‐5.03 IQR as % of 
total CD4+ cells, n=40 (23CD, 17UC) 
Irritable bowel 
syndrome 
subjects: 
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6.78 median, 
5.65‐8.60 IQR, 
n=4 
Eastaff‐Leung 
2010 (Eastaff‐
Leung, 
Mabarrack et 
al. 2010) 
Mixed  Peripheral 
blood 
CD4+CD25brightFOXP3+  Proportion amongst PBMCs: 
0.012‐0.51% in CD, n=34 
0.003‐0.47% in UC, n=29 
0.121‐0.55% in 
healthy controls 
 
n=28 
Hvas  
2010 (Hvas, 
Kelsen et al. 
2010) 
CD  Peripheral 
blood 
CD4+CD25+CD127‐  CD 7.7 IQR 5.3‐10.1% (within CD4+ 
population), n=20 
Healthy controls  
7.6% IQR 6.3‐
8.9%, n=9 
Di Sabatino 
2010 (Di 
Sabatino, 
Biancheri et al. 
2010) 
CD  Peripheral 
blood 
CD4+FOXP3+  4.5±2.7%, n=20  Healthy controls  
3.4±1.3%, n=9 
Boschetti 2011 
(Boschetti, 
Nancey et al. 
2011) 
Mixed  Peripheral 
blood 
CD4+CD25+FOXP3+  2.8±0.4%, n=25 (CD 16,UC 9)  Healthy controls  
4.6±0.6%, n=11 
Dige  
2011 (Dige, 
Hvas et al. 
2011) 
CD   Peripheral 
blood  
CD4+CD25+CD127‐
FOXP3+ 
median Treg% 5.0% (IQR 4.1‐5.8%)  None 
Veltkamp 2011 
(Veltkamp, 
Anstaett et al. 
2011) 
Mixed  Peripheral 
blood 
CD4+CD25highFOXP3+  2.7±0.4%, n=10 (7CD, 3UC)  Healthy controls  
4.4±0.5%, n=10 
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Table 1.4: Summary of regulatory T‐cell percentages/frequencies in selected human IBD studies measured via flow cytometry 
PBL: Peripheral blood lymphocytes, LPL Lamina propria lymphocyte
Wang  
2011 (Wang, 
Liu et al. 2011) 
Mixed  Peripheral 
blood 
CD4+FOXP3+  Active CD 3.59±1.55%, n=29 
Inactive CD 3.99±2.05%, n=35 
Healthy controls  
5.08±1.66%, n=36 
Active UC 3.51±1.6%, n=42 
Inactive UC 4.22±1.29%, n=33 
Grundstrom 
2012 
(Grundstrom, 
Linton et al. 
2012) 
Mixed  Peripheral 
blood 
CD4+CD25+FOXP3+  IBD 4.2%, n=34 (CD 26,UC 8)  None 
Guidi  
2013 (Guidi, 
Felice et al. 
2013)  
Mixed  Peripheral 
blood 
CD4+CD25+FOXP3+  3.7%, n=32 (CD 25,UC 7)  Healthy controls 
3.0%, n=8 
Abarbanel 
2013 
(Abarbanel, 
Seki et al. 
2013) 
(paediatric 
subjects) 
Primary 
sclerosing 
cholangitis 
+ IBD 
Peripheral 
blood 
CD4+CD25hiCD127lo  Treg frequency mean 0.049±0.021, range 
0.0165, 0.0796) 
n=8 
Healthy controls  
0.75  
Peripheral 
blood 
CD4+FOXP3+  mean 00.041±0.030; range0[0.011,0.091] 
n=8 
Healthy controls  
0.120 
n=8 
Ueno  
2013 (Ueno, 
Jijon et al. 
2013) 
Mixed  Peripheral 
blood 
FOXP3+CD4+  CD mean 7.57%, SD 5.57, n=31  Healthy controls  
Mean 3.37%, SD 
2.90, n=20 
UC mean 5.93%, SD 4.60, n=28 
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One issue to be taken into consideration is that, in humans as compared to mouse models, 
the transcription factor FOXP3 is also expressed by stimulated and activated T‐effector cells 
which do not have suppressive function (Tran, Ramsey et al. 2007, Wang, Ioan‐Facsinay et 
al. 2007). To date there is no unique, individual marker that can be used to explicitly identify 
human Treg cells. Additionally, intracellular staining for FOXP3 prevents the recovery of 
viable cells (Fazekas de St Groth, Zhu et al. 2011). Thus it was imperative that apart from the 
usual markers, there was a need to identify new ones in order to accurately identify Treg cell 
frequencies. To this end, it was found that using CD127 in combination with CD4 and CD25 
has led to better identification of human CD4+ Treg cells (Liu, Putnam et al. 2006, Seddiki, 
Santner‐Nanan et al. 2006). 
 
1.12 Gut microenvironment and Tregs 
The human gut can be considered a unique organ as it harbours a large number of bacteria. 
It has been estimated that the number of gut bacteria present in the whole length of a 
healthy human intestinal tract is approximately 1014 cells with 1000 species being 
represented; collectively these organisms make up the intestinal microbiota (Guarner and 
Malagelada 2003). Defined as a group of distinct microorganisms that live within the 
ecological niche of the human intestine, intestinal microbiota have a symbiotic relationship 
with the host organism and serve several functions including metabolic, mucosal barrier and 
an immune modulatory function (which is impaired in IBD) (Fava and Danese 2011). The 
composition of the gut microbiota is readily changeable by diet, host genotype, antibiotic 
ingestion, pathogen infection and other life events. The components of the microbiota 
which encompasses bacterial genes to proteins and metabolites are on the whole referred 
to as the microbiome (Korecka and Arulampalam 2012). It has also been shown that faecal 
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microbiota composition is different in IBD subjects as compared to healthy controls, where 
up to 30‐40% of dominant species in active IBD patients belong to phylogenetic groups that 
are unusual in healthy persons (Sokol, Seksik et al. 2006). This suggests that the intestinal 
ecosystem in IBD may be more sensitive to environmental influences, leading to the 
discrepancy in gut bacterial species seen in IBD patients (Guarner 2008). 
 
Microbiota plasticity has been implicated in numerous disease conditions. Unfavourable 
alterations in microbiota composition are known as dysbiosis, which can include the 
outgrowth of potential pathogenic bacteria (pathobionts) or decreases in the number of 
beneficial bacteria. There have been a number of reports demonstrating a link between 
dysbiosis and chronic immune disorders (Round and Mazmanian 2009). In IBD, disease is 
mostly localised to areas of the intestine that have the most bacteria i.e. distal small 
intestine/ileum and colon, which is consistent with the hypothesis regarding commensal 
bacteria as a major environmental influence for IBD (Blumberg 2009). Experiments have 
shown that in vivo, after oral exposure to antigen there is peripheral conversion of 
CD4+FOXP3‐ T‐cells to FOXP3+ Treg cells in the murine intestine (Curotto de Lafaille and 
Lafaille 2009). Another example is the presence of gut‐indigenous Clostridium species that 
are able to affect development and function of Treg cells (Nagano, Itoh et al. 2012). Thus, it 
has been suggested that the composition of a host’s intestinal microbiota can influence the 
type of mucosal and systemic immune response by affecting the proportion of and number 
of functionally distinct T‐cell populations, in this case Treg cells especially (Atarashi and 
Honda 2011). This is closely related to the concept of oral tolerance, which is described as 
the process of immunological nonresponsiveness to dietary antigens. Initially described at 
the start of the twentieth century, the process of oral tolerance is now widely accepted as 
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an active process of immune response regulation towards ingested antigens upon being 
challenged by the same antigens through a parenteral route (Bilate and Lafaille 2012). 
 
There is also evidence that shows the population of peripherally‐derived Treg cells are 
directly affected by gut bacterial components, which may provide a possible future 
treatment strategy for the treatment of bowel inflammation. In mouse models, gut flora 
DNA was demonstrated to play a major role in intestinal homeostasis, with increased 
frequencies of induced Treg cells within intestinal effector sites (Hall, Bouladoux et al. 2008). 
Another paper showed that the human bacterial commensal Bacteroides fragilis produces 
polysaccharide A that protects from intestinal inflammation in animals, as well as inducing 
Treg cells to differentiate in the gut, but not systematically (Round and Mazmanian 2010). 
 
1.13 Regulatory T cells – potential targets for IBD treatment 
Standard therapy for the treatment of IBD depends on the location and severity of disease, 
where aggressive treatment is given initially followed by a follow‐up maintenance regime. 
Medical‐based therapies for IBD usually start off with glucocorticoid or aminosalicylate to 
reduce intestinal inflammation, followed by combinations of these with immunosuppressive 
drugs (e.g. azathioprine, mercaptopurine or methotrexate) or anti‐TNF‐α antibody therapy. 
The ability of anti‐TNF‐α antibody therapy (e.g. infliximab or adalimumab) to increase the 
number and function of circulating CD4+CD25+FOXP3+ Treg cells in the treatment of IBD 
patients with has been controversial. Some researchers report a positive change, whereas 
others do not (Boschetti, Nancey et al. 2011, Dige, Hvas et al. 2011).These medical therapies 
do not change the underlying immune pathology and therefore there is always a chance of 
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relapse, although in the case of UC a colectomy is considered as a curative surgical 
procedure (D'Haens 2010, Engel and Neurath 2010).  
 
Possible clinical strategies using Treg cells as a treatment for IBD have been suggested. In 
vitro expansion of Treg cells, in vitro conversion of naive T‐cells into Treg cells, 
leukocytapheresis for obtaining large numbers of Treg cells, use of CD3‐specific antibodies to 
induce Treg‐mediated tolerance, or FOXP3 gene transfer into naive CD4+ T‐cells have been 
proposed as methods in which to apply Treg cells for treatment of IBD (Kanai and Watanabe 
2005). Other possible strategies include interventions which promote an intestinal 
environment that enhances the production of stable Treg cells (e.g. through the use of 
beneficial bacterial strains/probiotics or vitamin A/D treatment), or even by infusion of Treg 
cells with a defined antigen specificity (Hardenberg, Steiner et al. 2011). Apart from this, Treg 
cell transfer therapy utilising leukapheresis to prepare functionally preserved Treg cells has 
been shown to be a viable method of IBD treatment in patients who are steroid‐resistant 
(Sumida, Nakamura et al. 2008). Similarly, selective granulocyte/monocyte adsorption of 
myeloid‐derived leucocytes has also been demonstrated to improve Treg cell numbers post 
treatment (Hanai, Takeda et al. 2011). 
 
As mentioned earlier, intestinal Treg cells express T‐cell receptors that recognise gut 
microbiota‐derived antigens. This provides us a clue as to the pivotal role that these cells 
may play in maintaining mucosal immune tolerance. To this end, probiotics have been 
shown to be useful in modulating Treg cell responses in IBD (Hakansson and Molin 2011). 
Considered as dietary supplements, probiotics contain live bacteria that are ingested for 
therapeutic purposes. Even though the issue of probiotic usage itself may be debatable, 
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there has been positive data to support beneficial effects which could be attributed to 
increased generation of Treg cells (Pronio, Montesani et al. 2008). Increased Treg cell 
suppressor function has also been demonstrated (Hacini‐Rachinel, Nancey et al. 2009), as 
well as evidence of de novo Treg induction from human peripheral blood mononuclear cells 
by different probiotic strains (de Roock, van Elk et al. 2010). Further research is therefore 
necessary into how probiotics affect the balance of gut microbiota within the intestine, and 
therefore modifying mucosal immunity. It is also interesting to note that with the success of 
faecal microbiota transplantation in the treatment of recurrent Clostridium difficile 
infection, more research is being done as to the application of this technique to other 
microbiota‐related disorders including IBD (Borody and Khoruts 2012).  
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Chapter 2: Study aims and objectives 
2.1 Aims 
As has been pointed out earlier, the incidence and prevalence of IBD differs in Australia and 
Malaysia. This may be due to an interplay between numerous factors that affect the 
immune response, leading to immune dysregulation and intestinal inflammation. This study 
aimed to examine regulatory T‐cell subpopulations present within the blood circulation and 
colonic mucosa of Australian and Malaysian patients with IBD as well as normal controls 
from both countries. At the same time this study also aimed to gather clinical information 
on IBD subjects from Australia and Malaysia. It is hoped that by doing this further insight 
may be obtained regarding the role of regulatory T‐cell subpopulations in IBD in the two 
countries. 
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2.2 Objectives 
2.2.1 General Objectives: 
1. To explore the differences in T‐cell subset populations among IBD subjects from 
Australia vs. Malaysia, focusing on the regulatory T‐cell subset. 
2. To explore the relationship between T‐cell subset populations and associated 
demographic factors among IBD subjects from Australia vs. Malaysia. 
3. To explore the relationship between T‐cell subset populations and associated clinical 
factors among IBD subjects from Australia vs. Malaysia. 
4. To compare and contrast clinical information on IBD subjects in Australia vs. 
Malaysia. 
2.2.2 Specific Objectives: 
1. To determine the number of CD4+CD25+FOXP3+CD127lo regulatory T‐cells present in 
the PBMC of Australian subjects with inflammatory bowel disease via flow 
cytometry. 
2. To determine the number of CD4+CD25+FOXP3+ CD127lo regulatory T‐cells present in 
the PBMC of Malaysian subjects with inflammatory bowel disease via flow 
cytometry. 
3. To determine the number of CD4+CD25+FOXP3+CD127lo regulatory T‐cells present in 
the colonic mucosa of Australian subjects with inflammatory bowel disease via flow 
cytometry. 
4. To determine the number of CD4+CD25+FOXP3+ CD127lo regulatory T‐cells present in 
the colonic mucosa of Malaysian subjects with inflammatory bowel disease via flow 
cytometry. 
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5. To compare demographic factors within these subject populations that may affect 
the number of CD4+CD25+FOXP3+ CD127lo regulatory T‐cells present.  
6. To compare clinical factors within these subject populations that may affect the 
number of CD4+CD25+FOXP3+ CD127lo regulatory T‐cells present. 
7. To compare demographics between Australian and Malaysian IBD patients. 
8. To compare disease phenotype between Australian and Malaysian IBD patients. 
9. To compare and contrast specific indicators of disease activity between Australian 
and Malaysian IBD patients. 
 
2.2.3 Hypothesis 
The frequency of specific T‐cell populations (including regulatory T‐cells) will be significantly 
different between IBD subjects with different demographic/clinical factors.   
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Chapter 3: Materials and Methods 
3.1 Definition of subjects with IBD 
A subject with IBD, for the intents and purpose of this study, would be defined as one who 
has been diagnosed as having either Crohn’s disease or ulcerative colitis based on clinical 
and histopathological criteria. 
 
3.2 Sample collection (Australian subjects) 
Ethnic Caucasian and Asian subjects with IBD were recruited from the IBD Clinic, Concord 
Repatriation General Hospital (CRGH) in Sydney, New South Wales, Australia. This site was 
chosen as CRGH is a major hospital with a dedicated IBD clinic, serving patients from the 
western suburbs of Sydney. Potential subjects were identified and divided into those who 
would be undergoing colonoscopic examination for disease activity assessment vs. those 
who were only attending clinics for follow‐up and medication review. After obtaining 
consent, paired samples from peripheral blood and mucosal biopsies were obtained from 
subjects undergoing colonoscopic examination; peripheral blood samples were obtained 
from subjects who attended clinics with no plan for colonoscopic examination. For healthy 
controls, subjects were recruited from non‐IBD patients who presented to the Endoscopy 
Unit of Concord Repatriation General Hospital for screening colonoscopy purposes (e.g. for 
complaints of altered bowel habit or family history of bowel cancer). During colonoscopy, if 
no lesions were noted, mucosal biopsies were taken and peripheral blood samples obtained 
immediately post‐procedure. 
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For peripheral blood samples, up to 9ml of venous blood was collected into EDTA blood 
collection tubes and transported to the T‐cell Laboratory, Centenary Institute for Cancer 
Medicine and Cell Biology at room temperature. Peripheral blood mononuclear cells were 
obtained and samples stored in liquid nitrogen for flow cytometric analysis later on. For 
mucosal biopsy samples, up to eight 2mm endoscopic biopsies were obtained from normal 
areas of the colon. Another eight endoscopic biopsies were obtained from inflamed areas if 
these were noted. Samples were immersed in tissue culture medium and transported on ice 
to the T cell Laboratory at the Centenary Institute. Colonic mucosa mononuclear cells were 
obtained and samples stored in liquid nitrogen for flow cytometric analysis later on.  
 
3.3 Sample collection (Malaysian subjects) 
Ethnic Asian subjects with IBD were recruited from the Gastroenterology Clinic, University of 
Malaya Medical Centre (UMMC) in Kuala Lumpur, Federal Territories, Malaysia. UMMC was 
selected as it was located within central Kuala Lumpur, and is a major hospital with a large 
number of IBD patients. Potential subjects were identified and divided into those who 
would be undergoing colonoscopic examination for disease activity assessment vs. those 
who were only attending clinics for follow‐up and medication review. After obtaining 
consent, paired samples from peripheral blood and mucosal biopsies were obtained from 
subjects undergoing colonoscopic examination; only peripheral blood samples were 
obtained from subjects who attended clinics with no plan for colonoscopic examination. For 
controls, subjects were recruited from healthy, non‐IBD patients who presented to the 
Endoscopy Unit of University of Malaya Medical Centre for screening colonoscopy purposes 
(e.g. for complaints of altered bowel habit or family history of bowel cancer). During 
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colonoscopy, if no lesions were noted, mucosal biopsies were taken and peripheral blood 
samples obtained immediately post‐procedure. 
 
For peripheral blood samples, up to 9ml of venous blood was collected into EDTA blood 
collection tubes and transported to the Clinical Microbiology Laboratory, University of 
Malaya at room temperature. Peripheral blood mononuclear cells were obtained and 
samples stored in liquid nitrogen for flow cytometric analysis later on. For mucosal biopsy 
samples, up to eight 2mm endoscopic biopsies were obtained from normal areas of the 
colon. Another eight endoscopic biopsies were obtained from inflamed areas if these were 
noted. Samples were then immersed in tissue culture medium and transported on ice to the 
Clinical Microbiology Laboratory, University of Malaya. Colonic mucosa mononuclear cells 
were obtained and samples stored in liquid nitrogen for flow cytometric analysis later on. 
 
3.4 Patient details 
Demographic data (age, sex, race) as well as clinical data (severity of IBD, medication list) of 
patients and control subjects were obtained for statistical analysis later on. For IBD patients, 
disease activity was measured with the Harvey‐Bradshaw Index (HBI) for those with CD, and 
the partial Mayo score for patients with UC (Harvey and Bradshaw 1980, Lewis, Chuai et al. 
2008). Blood investigation results e.g. ESR, CRP, TWC count, Hb and albumin were obtained 
from online databases accessible from computer terminals within each hospital.  
 
3.5 Ethical board approval 
Permission from ethical boards of the respective hospitals was obtained prior to 
commencement of this study in Australia as well as Malaysia. Ethical approval was obtained 
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from the Concord Repatriation General Hospital Human Research Ethics Committee on 21 
February 2012 (Ref HREC/11/CRGH/228), while the Single Site Authorisation was obtained 
on 27 February 2012 (SSA Authorisation 12‐CRGH‐28). For the Malaysian arm of the study, 
institutional ethics approval was obtained from the University of Malaya Medical Centre 
Medical Ethics Committee on 23 January 2013 (Ref 961.3).  
 
3.6 Reagents 
3.6.1 Phosphate buffered saline 
Milli‐Q filtered H2O containing 8g/l NaCl, 0.2g/l KCl, 1.15g/l Na2HPO4 at pH 7.2 was prepared 
at the Centenary Institute, kept sterile and stored at room temperature. 
 
3.6.2 RPMI + 10% FCS 
The RPMI + 10% FCS medium used in this study consisted of RPMI 1640 with L‐glutamine 
and HEPES buffer (Invitrogen) with the addition of 10% FCS (Trace MultiSer Biosciences, 
Australia), 50mg/ml penicllin and 100mg/ml streptomycin. This was used as a transport 
medium following tissue biopsy sample collection, as well as being used during the cell 
thawing process. The medium was kept sterile and stored at 4oC. 
 
3.6.3 Fluorescence activated cell sort (FACS) wash 
FACS wash (FW) consisted of 5% heat inactivated foetal calf serum (FCS) (Trace MultiSer 
Biosciences, Australia) and 5mM sodium azide in PBS. FW, stored at 4oC, was used as a 
buffer solution in immuno‐staining protocols. 
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3.6.4 FACS fix 
All the samples that were analysed by flow cytometry were fixed with FACS fix after staining. 
This solution contained 1% paraformaldehyde (BDH Laboratory supplies) in PBS. Human 
cells which underwent intracellular FOXP3 and T‐bet staining were fixed according to the 
intracellular staining protocol. 
 
3.6.5 Freezing medium 
The 2X freezing medium that was used consisted of 40% RPMI 1640 (Invitrogen) and 20% 
dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma‐Aldrich, USA) which was filtered through a 0.22 sterile 
filter (Millipore) and then supplemented with 40% FCS (Trace MultiSer Biosciences, 
Australia). This was kept sterile and stored at 4oC. 
 
3.6.6 Ficoll‐Paque Plus 
Each 100ml of Ficoll‐Paque Plus (GE Healthcare Bio‐Sciences Corp., New Jersey, USA) 
contained 5.7g Ficoll 400, 9.0g diatrizoate sodium with edetate calcium disodium in water. 
This was stored at room temperature away from direct light. 
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3.7 Protocol for isolation of mononuclear cells 
3.7.1 Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) collection: 
Approximately 6‐9ml of blood was drawn into an EDTA‐treated sample tube. The peripheral 
blood sample was processed within 8 hours of collection. Initially a 50µl aliquot was 
obtained from the sample and transferred to a 1.5ml Eppendorf tube for determination of 
leucocyte and lymphocyte concentration using a Sysmex XS‐1000i automated haematology 
analyser (Sysmex Corporation, Kobe, Japan). Alternatively, cell numbers were determined 
using a haemocytometer chamber under a microscope. 
 
The remaining blood was then diluted to a ratio of 1:2 with PBS and transferred to a 50ml 
tube. 12ml of Ficoll‐Paque Plus solution (GE Healthcare Bio‐Sciences Corp., New Jersey, USA) 
was layered under the blood. The sample was then centrifuged for 30 minutes at 1600rpm, 
22oC with the brake disengaged. 
 
Using a plastic disposable Pasteur pippette, PBMCs were collected from the Ficoll interface 
and transferred to a sterile 15ml tube. PBS was added, and the sample centrifuged for 10 
minutes at 1200rpm, 4oC. Following this the supernatant was discarded and cell pellet 
resuspended by gently flicking the tube tip and then adding 2ml of PBS. 
 
After pipetting up and down several times, a 50µl aliquot of sample was obtained and the 
concentration of leucocytes and lymphocytes determined using the Sysmex XS‐1000i or by 
cell count using a haemocytometer. This gave the number of lymphocytes present in the 
2ml sample. 
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The remainder of the 2ml sample in the 15ml tube was washed again by adding PBS and 
centrifuging for 10 minutes at 1000rpm, 4oC. The cell pellet was then resuspended again in 
equal quantities of ice‐cold freezing medium and RPMI + 10% FCS at a concentration of 2‐4 x 
106 cells per ml for freezing. Aliquots of 1 ml were frozen in a ‐70oC freezer at 10oC/minute 
using a cryo‐10oC/minute freezing container (containing Isopropanol) for 24 hours. The 
cryovials were then moved to a liquid NO2 storage facility and kept until further use. 
 
3.7.2 Lymphocyte isolation from mucosal biopsies: 
Mucosal biopsy samples were obtained during colonoscopy and then transported on ice in 
microtubes containing 1ml of RPMI + 10% FCS. Following this the tissue was mechanically 
disrupted by cutting it into <0.5mm3 cubes using scissors. This was followed by enzymatic 
digestion using a solution containing a concentration of 100U/ml Collagenase III (Sigma‐
Aldrich, St. Louis, USA) and 0.1 mg/ml DNase I (Sigma‐Aldrich, St. Louis, USA). The mixture 
was incubated for 60 minutes at 37oC, at 200rpm on an orbital mixer incubator.  
 
Following incubation/digestion the tissue was poured through a 70µm nylon cell strainer to 
remove colonic debris and then transferred to a 15ml tube. PBS was added, and the sample 
centrifuged for 10 minutes at 1200rpm, 4oC. The supernatant was then discarded and the 
cell pellet resuspended by gently flicking the tube tip, then adding 2ml of PBS. 
 
After pipetting up and down several times, a 50µl aliquot of sample was obtained and the 
concentration of leucocytes and lymphocytes determined using the Sysmex XS‐1000i 
automated haematology analyser. Alternatively, cell numbers were determined using a 
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haemocytometer chamber under a microscope. This gave the number of lymphocytes 
present in the 2ml sample. 
 
The remainder of the 2ml sample in the 15ml tube was washed again by adding PBS and 
centrifuged for 10 minutes at 1000rpm, 4oC. The cell pellet was then resuspended again in 
equal quantities of ice‐cold freezing medium and RPMI + 10% FCS at a concentration of 2‐4 x 
106 cells per ml for freezing. Aliquots of 1 ml were frozen in a ‐70oC freezer at 10oC/minute 
using a cryo‐10oC/minute freezing container (containing Isopropanol) for 24 hours. The 
cryovials were then moved to a liquid NO2 storage facility and kept until further use. 
 
3.8 Preparation of thawed cells prior to staining procedure 
A Falcon tube containing 9ml of RPMI + 10% FCS was pre‐warmed in a 37oC water bath (one 
tube per sample). The pre‐warmed medium was continuously kept in the 37oC water bath.  
 
The cryovial containing the sample was located and collected from the liquid nitrogen tank, 
then transported to the laboratory on dry ice. It was then put into a floaty and the cells 
immediately thawed in the water bath for approximately 2 minutes. The cryovial containing 
the thawed sample was then brought to a tissue culture hood, where the contents were 
gently transferred to the previously filled Falcon tube using a plastic Pasteur pipette (making 
the current total volume 10ml).  
 
The tube was then gently inverted several times, then centrifuged for 10mins (1000rpm at 
room temperature). Following this the supernatant was discarded and the pelleted cells 
resuspended in 2ml of cold FW. After pipetting up and down several times, a 50µl aliquot of 
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sample was obtained and cell numbers determined using a Sysmex XS‐1000i automated 
haematology analyser (this gave the total number of leucocytes and lymphocytes present 
within the 2ml sample). 
 
The tube was topped up with cold FW, and the sample was then centrifuged for 5 mins 
(1400rpm at 4oC). The supernatant was then poured off and the cells resuspended in 
approximately 100µl of FW, which was transferred into one well of a 96‐well round 
bottomed FACS plate. 
 
The plate was then centrifuged for 3 mins (1500rpm at 4oC), following which the 
supernatant was removed using a glass pipette tip. The cell pellet was then resuspended in 
150µl FW per well and the FACS plate centrifuged again for 3 mins (1500rpm at 4oC). The 
supernatant was then removed using a glass pipette tip. 
 
3.9 Cell surface staining procedure 
Pre‐titred antibodies that were previously diluted in FW at an optimal combination to obtain 
target molecule saturation whilst avoiding non‐specific binding were used. 
 
Cells were then stained with the pre‐titred antibody mixture at a volume of 100µl per well, 
followed by pipetting several times to ensure proper mixing. A separate well with cells was 
also stained with Live/Dead marker (Life Technologies, USA) for flow cytometric 
compensation purposes. 
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The cells were then incubated in the dark and on ice for 30 minutes to 1 hour. Following 
incubation, 150µl of FW was added to each well and the solution mixed by pipetting. The 
cells were then centrifuged for 3 minutes (1500rpm at 4oC), following which supernatant 
was removed using glass pipette tips.  
 
The cells were resuspended in 150µl FW per well and the plate centrifuged again for 3 
minutes (1500rpm at 4oC). Supernatant was again removed using glass pipette tips, and the 
above cell surface staining procedures were repeated if there was a second layer of 
antibodies. 
 
Following cell surface staining the cells were fixed by resuspension in 150µl FACS fix, and 
then incubated on ice for 15 minutes. The plate was then centrifuged for 3 minutes 
(1500rpm at 4oC). Supernatant was removed following this step and 150µl of FW added. The 
cells were then resuspended and placed in a refrigerator while awaiting flow cytometric 
analysis. 
 
The cell fixation steps were omitted if there was further intracellular cell staining. In such 
cases after removal of supernatant in 150µl of FW is added to the sample well and the 
whole well contents transferred to an Eppendorf tube. 
 
The tube was spun down, supernatant removed and the pellet resuspended in 1ml of 1x 
Fix/Perm buffer (Biolegend, USA). The sample was then vortexed and incubated at room 
temperature, in the dark for 20 minutes. After incubation the tube was then centrifuged 
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briefly and supernatant removed; following this the contents were resuspended in 200µl 
FW. 
 
The sample was centrifuged briefly again, supernatant removed and the contents 
resuspended in 1ml of 1x perm buffer (Biolegend, USA). The tube was then centrifuged 
another time, supernatant removed and the contents resuspended in 1ml 1x perm buffer 
(Biolegend, USA). 
 
Incubation was done at room temperature for 15 minutes in the dark, and following this the 
sample was centrifuged briefly again, supernatant removed and 100µl of 1x perm buffer 
(Biolegend, USA) as well as an appropriate volume of intracellular stain added. 
 
The sample was then incubated at room temperature and in the dark for 30 minutes. After 
this a 200µl amount of FW was added per well and the plate centrifuged again for 3 minutes 
(1500rpm at 4oC). Supernatant was removed using a glass pipette tip. This step was 
repeated again to remove as much excess intracellular cell stain as possible. Finally, the cells 
were resuspended in 150µl FW per well and kept in a refrigerator while awaiting flow 
cytometric analysis. 
 
3.10 Preparation of Fix/Perm buffer: 
As the stock solution was 4x concentration and 1ml of Fix/Perm buffer (Biolegend, USA) was 
needed for samples undergoing intracellular staining, 250µl of stock plus 750µl of PBS 
(making up 1ml total) were used for each sample. 
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3.11 Preparation of Perm buffer: 
As the stock solution was 10x concentration and an overall total of 2.1ml of Perm buffer 
(Biolegend, USA) was needed for samples undergoing intracellular staining, 210µl of stock 
plus 1890µl of PBS were used for each sample. 
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3.12 List of monoclonal antibodies used 
 
Ligand  Clone  Fluorochrome  Manufacturer  Catalogue# Lot#  Dilution 
CD4  OKT4  PECy7  BioLegend  317414  B172838  1:40 
CD4  SK3  PerCPCy5.5  BD Biosciences  341654  14187  1:10 
CD25  2A3  APC  BD Biosciences  340939  3240923  1:40 
CD25  MA251  BV421  BD Biosciences  562442  2237800  1:20 
CD45RO 
biotin 
UCHL1  ‐  BioLegend  304220  B138289  1:100 
CD127  HIL‐7R‐
M21 
BV421  BD Biosciences  562436  4087624  1:20 
CD127  HIL‐7R‐
M21 
FITC  BD Biosciences  560549  2223991  1:1 
CD49d  9F10  FITC  BD Biosciences  560840  3011787  1:1 
CD11a  MEM‐25  FITC  Caltag  MHCD11a01 (0)5011003  1:1 
FOXP3  259D  AF488  BioLegend  320212  B129207  1:20 
β7  FIB504  PE  BD Biosciences  555945  55434  1:1 
β7  FIB504  APC  BD Biosciences  551082  3014964  1:1 
CD103  Ber‐
ACT8 
PE  BD Biosciences  550260  37456  1:4 
CCR6  11A9  PerCPCy5.5  BD Biosciences  560467  31451  1:1 
CCR6  11A9  PECy7  BD Biosciences  560620  3231784  1:1 
CCR4  L291H4  PerCPCy5.5  BioLegend  359406  B172093  1:1 
CCR4  L291H4  PECy7  BioLegend  359410  B179065  1:1 
av  ‐  PO  CI  ‐  ‐  ‐ 
CX3CR1  2A9‐1  FITC  BioLegend  341606  B138697  1:40 
CLA  HECA‐
452 
FITC  BD Biosciences  555947  3070994 
 
1:1 
CCR9  112509  PE  BD Biosciences  561607  2118677  1:1 
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CCR10  1B5  PE  BD Biosciences  563656  3274934  1:1 
CXCR3  TG1  PerCPCy5.5  BioLegend  334905  B125672  1:1 
CXCR3  G025H7  PE  BioLegend  353706  B149867  1:1 
RORgt  Q21‐559  AF647  BD Biosciences  563620  3249753  1:1 
 
Table 3.1: Summary of monoclonal antibodies used to stain lymphocyte samples 
 
3.13 Statistical Analysis 
 
Statistical analysis was performed using Prism 6 software (GraphPad Software Inc., USA). 
Clinical data were presented as descriptive statistics. Non‐parametric statistical analysis was 
used for immunological data, which were not assumed to be normally distributed. The non‐
parametric Mann‐Whitney t‐test was used to compare differences between the means of 
two unpaired groups, whilst the non‐parametric Kruskal‐Wallis test was used to compare 
the means of three or more groups. The non‐parametric Wilcoxon matched‐pairs signed 
rank test was used to compare paired samples obtained from the same subject. Linear 
regression models were used to plot line‐of‐best‐fit when comparing slopes between 
sample groups. A P‐value of <0.05 was considered significant.
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3.14 Study flowchart 
 
 
IBD and control  subjects  recruited. Peripheral blood 
samples  ±  colonic  mucosal  biopsies  obtained. 
Demographic and clinical information recorded 
Selection  of  surface  and  intracellular  markers. 
Development  of  8‐colour,  followed  by  12‐colour 
multi‐parameter flow cytometric panel 
Assessment of T cell subset population frequency vs. 
clinical and demographic details between groups 
Results analysed and reported 
Figure 3.1: Study flow chart 
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Chapter 4: Clinical data results and interpretation 
4.1 Study subjects 
Overall a total of 111 subjects were recruited from Australia and Malaysia. Of this number, 
64 were male whilst 47 were female. The following paragraphs describe the subjects in 
further detail. 
 
4.2 Description and analysis of demographic details 
4.2.1 Subjects recruited from Concord Repatriation General Hospital (CRGH), Sydney, 
Australia 
A total of 58 subjects were recruited from CRGH in Sydney, New South Wales, Australia. 
Period of recruitment was from March until August 2012. Within this period there were 29 
CD patients, 12 with UC and 17 control subjects who consented to be included in this study. 
Overall there were 36 male and 22 female subjects, where 31 were Caucasians and 27 
Asians. Demographic details of subjects recruited from CRGH are summarised in Table 4.1.  
 
  IBD   
Control 
 
Overall CD  UC 
Number (n, %)  29, 50.0%  12, 20.7%  17, 29.3%  58, 100% 
Age, years  
(mean, ±SD) 
 
41.1±16.5 
 
38.5±20.1 
 
48.9±16.6 
 
42.8±17.5 
Sex         
    Male, n  19  9  8  36 
    Female, n  10  3  9  22 
Race         
    Caucasian, n  17  10  4  31 
    Asian, n  12  2  13  27 
         
Table 4.1: Demographic details of CRGH subjects 
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4.2.2 Subjects recruited from University of Malaya Medical Centre (UMMC), Kuala 
Lumpur, Malaysia 
A total of 53 subjects were recruited from UMMC in Kuala Lumpur, Federal Territories, 
Malaysia. Period of recruitment was from May until November 2013. Of those who were 
recruited, 21 were CD patients, 23 had UC and there were 9 control subjects. Overall there 
were 28 male and 25 female subjects, where 10 were ethnic Malays, 21 ethnic Chinese, 21 
ethnic Indians and 1 subject who was of Middle‐Eastern descent. Demographic details of 
subjects recruited from UMMC are summarised in Table 4.2. 
 
  IBD   
Control 
 
Overall CD  UC 
Number (n, %)  21, 39.6%  23, 43.4%  9, 17.0%  53, 100% 
Age, years  
(mean, ±SD) 
 
31.7±11.8 
 
46.8±18.8
 
56.3±12.8
 
42.4±17.8 
Sex         
    Male, n  11  13  4  28 
    Female, n  10  10  5  25 
Ethnicity         
    Malay, n  5  3  2  10 
    Chinese, n  9  8  4  21 
    Indian, n  7  11  3  21 
    Middle‐Eastern, n  0  1  0  1 
 
Table 4.2. Demographic details of UMMC subjects 
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Figure 4.1: Frequency distribution of IBD subjects according to age 
(A) Shows the frequency distribution of the age for subjects with CD recruited from CRGH 
and UMMC, whilst (B) shows the frequency distribution of IBD subjects with UC recruited 
from CRGH and UMMC. 
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Despite recruitment being done over a similar length of time with a nearly similar number of 
IBD subjects eventually included, some differences were seen between the Australian and 
Malaysian group in terms of CD and UC numbers. There were more CD patients in the CRGH 
group as compared to the ones from UMMC (29 vs 21). This difference was even more 
apparent amongst those with UC, as there were 23 patients from UMMC with this diagnosis, 
nearly twice the number of CRGH patients with UC.  
 
A paper by Zeng et al. in 2013, which presented the results from one of the first prospective 
population based epidemiology studies of IBD from mainland China showed that there was 
a greater incidence of UC than CD (Zeng, Zhu et al. 2013). Leong et al. reported that in 2003, 
the incidence of UC in Hong Kong was 3 times greater than that of CD (Leong, Lau et al. 
2004). As many Western studies have shown prior to this, the incidence of UC is higher than 
that of CD when IBD initially becomes more prevalent within a given population (Bernstein, 
Blanchard et al. 1999, Gearry, Richardson et al. 2006, Gearry and Leong 2013). To a certain 
degree this might explain the marked difference in the CD to UC ratios between these two 
centres. Many studies have shown that developing countries like Malaysia have a higher 
proportion of UC rather than CD IBD cases, but as a nation becomes more developed there 
is a quicker rise in the incidence and prevalence of CD (Ooi, Fock et al. 2010). 
 
As illustrated in Figure 4.1, the pattern of frequency distribution according to age for 
Australian and Malaysian CD patients in this study was similar, with a large number of 
subjects falling within the 20‐40 year old age group. CRGH CD subjects were older, with a 
mean age of 41.1 years as compared to 31.7 for those from UMMC. With regards to subjects 
with UC however, the pattern of frequency distribution according to age was different, with 
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Australian subjects being predominantly younger as compared to the Malaysian group. 
There was a bimodal age distribution amongst the Malaysian UC subjects, whilst in the 
Australian group the pattern was skewed towards a younger age. Figure 4.2 shows that, 
overall, Malaysian patients were diagnosed with IBD at an older age, compared to their 
Australian counterparts. As touched on later, this might be related to a possible lack of 
awareness regarding the disease from both the patient’s as well as medical practitioner’s 
perspective. This then leads to a delay in diagnosis, despite the presence of symptoms. 
Alternatively, the higher incidence and prevalence in Australia compared with Malaysia may 
be accompanied by a younger average age at disease onset, a phenomenon that is seen for 
other immune‐mediated diseases such as type 1 diabetes. 
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Figure 4.2: Frequency distribution of IBD subjects according to age at diagnosis 
(A) Shows the frequency distribution of the age at diagnosis for subjects with CD recruited 
from CRGH and UMMC, whilst (B) shows the frequency distribution for IBD subjects with UC 
recruited from CRGH and UMMC. 
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With regards to duration of disease, for patients with CD the mean duration was 12±9.9 
years for the CRGH group, whilst for the UMMC patients this was 2.6±2.1 years. Duration of 
disease for patients who had UC was 8.1±10.0 years for those from CRGH, and  3.7±2.2 
years.for those from UMMC. Thus it can be seen that the Malaysian group has a much 
shorter overall disease duration compared to the Australian group. This may reflect IBD 
itself being a more “recent” disease in Malaysia, a developing country. This is in line with 
what has been mentioned previously regarding a more recent rise in IBD cases, especially in 
the South‐East Asian region as compared to Western countries. Alternatively, this might also 
indicate a better surveillance and pick‐up rate of IBD in Australia compared to Malaysia 
where awareness of IBD has  increased rapidly in recent years. 
 
Several papers have shown that emigration to a more industrialised country increases the 
likelihood of a person developing IBD (Barreiro‐de Acosta, Alvarez Castro et al. 2011), which 
might explain an overall higher rate of IBD incidence in Australia as compared to Malaysia. A 
2005 paper by Basu et al reported that there were ethnic differences in the USA in the 
proportion of those with CD as compared to UC. There were more CD than UC cases 
amongst Whites and African‐Americans, whilst the reverse was seen amongst Mexican‐
Americans and Asians. The same study also found that this CD to UC ratio was linked to 
being born and brought up in the USA vs having recently emigrated to the country (Basu, 
Lopez et al. 2005). The small number of patients included in this study as well as the lack of 
information regarding migration history for the study subjects does not allow a more 
detailed discussion of this issue. 
 
4.3 Description and analysis of clinical disease activity scores 
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As was mentioned earlier in 3.4, the Harvey‐Bradshaw Index (HBI) was used to score for 
clinical disease activity in those with CD, whilst the partial Mayo score was used for patients 
with UC. 
 
4.3.1 CRGH IBD subjects 
As can be seen from Table 4.3, the mean HBI score for CD patients at CRGH was 3.5±4.0, 
indicating that the patients recruited for this study were generally in remission. Mean Partial 
Mayo score for the UC subjects was 4.8±6.2, indicating mild‐to‐moderate disease activity.  
 
Disease activity (mean, ±SD)  CD  UC 
    HBI  3.5±4.0  ‐ 
    Partial Mayo  ‐  4.8±6.2 
 
Table 4.3: Mean disease activity scores for CRGH IBD subjects 
 
4.3.2 UMMC IBD subjects 
As can be seen from Table 4.4, the mean HBI score for the Malaysian CD patients was 
3.7±2.7, indicating that these patients were also generally in remission. Mean Partial Mayo 
score for the UMMC UC subjects was 1.7±1.0, indicating that overall the UC patients were in 
remission.  
 
Disease activity (mean, ±SD)  CD  UC 
    HBI  3.7±2.7  ‐ 
    Partial Mayo  ‐  1.7±1.0 
 
Table 4.4: Mean disease activity scores for UMMC IBD subjects 
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Figure 4.3: Frequency distribution of disease activity indices 
(A) Indicates the frequency distribution of HBI scores for CD patients recruited from CRGH 
and UMMC, whilst (B) indicates the frequency distribution of partial Mayo scores for UC 
patients recruited from CRGH and UMMC. 
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From the tables above it can be seen that the mean HBI scores for the Australian and 
Malaysian CD patients were similar. Despite the UMMC group being generally younger by 
approximately ten years compared to the patients from CRGH, a similar mean HBI score may 
indicate that overall clinical disease severity does not differ much between CD patients from 
Kuala Lumpur vs. those from Sydney. An explanation for this may be that a large number of 
these patients have already been on regular clinic follow‐up and treatment. Thus, the 
overall severity of disease activity would be lower (and much similar) due to to the fact that 
patients in both groups have been treated adequately. Figure 4.3 further describes the 
number of IBD subjects from each site and their respective disease activity scores. 
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4.4 List of disease phenotype, medical treatments and history of surgical intervention 
The CRGH CD subjects’ disease phenotype, disease location and treatments are summarised 
in Table 4.5. 
 
For the CRGH CD subjects, in terms of disease phenotype 22 were inflammatory in nature, 6 
stricturing whilst 1 subject had penetrating disease. As for disease location, 15 subjects had 
ileo‐colonic CD, 11 had colonic disease, 2 terminal ileal and 1 upper gastrointestinal tract 
CD. 
 
As for treatment, 10 of the CD subjects were on aminosalicylate‐based medications, and 10 
were on steroids. For thiopurines, 14 were currently taking this medication whilst 6 were 
previously on but had stopped, and 9 subjects were never on thiopurines before. For 
biologics treatment, 9 were currently having this type of therapy whilst 2 were previously on 
but had been discontinued, and 18 subjects were never on biologics. Finally, 13 of the 29 
CRGH CD subjects had undergone previous surgical intervention as part of their treatment.  
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  Sample 
ID 
CD 
Behaviour 
CD Location  ASA Steroids Thiopurines  Biologics  Surgery
1  CD1  Inflammatory  Ileocolon  No  No  Previous  Previous  No 
2  IBD1  Inflammatory  Ileocolon  No  Yes  Current  Current  Yes 
3  IBD2  Stricturing  Ileocolon  Yes  Yes  Current  Never  Yes 
4  IBD3  Inflammatory  Ileocolon  Yes  No  Current  Never  No 
5  IBD4  Inflammatory  Ileocolon  No  No  Current  Current  No 
6  IBD5  Inflammatory  Ileocolon  No  No  Previous  Current  No 
7  IBD6A  Stricturing  Ileocolon  No  Yes  Never  Current  No 
8  IBD7A  Stricturing  Ileocolon  Yes  No  Current  Never  Yes 
9  IBD8A  Inflammatory  Terminal 
ileum 
No  No  Previous  Never  Yes 
10  IBD14A  Inflammatory  Colon  Yes  No  Never  Never  No 
11  IBD17A  Inflammatory  Colon  Yes  Yes  Previous  Never  No 
12  IBD19A  Inflammatory  Colon  Yes  No  Never  Never  No 
13  IBD29A  Inflammatory  Ileocolon  Yes  Yes  Current  Never  Yes 
14  IBD30A  Inflammatory  Ileocolon  No  No  Current  Never  Yes 
15  IBD32A  Stricturing  Upper GI  Yes  Yes  Never  Never  Yes 
16  IBD33A  Stricturing  Ileocolon  No  No  Previous  Current  Yes 
17  IBD34A  Inflammatory  Colon  No  No  Previous  Never  No 
18  IBD42A  Inflammatory  Colon  No  No  Current  Current  Yes 
19  IBD43A  Inflammatory  Colon  No  No  Current  Previous  No 
20  IBD44A  Inflammatory  Colon  No  Yes  Current  Never  No 
21  IBD45A  Inflammatory  Colon  No  Yes  Current  Never  No 
22  IBD49A  Inflammatory  Colon  No  No  Never  Current  No 
23  IBD50A  Inflammatory  Colon  No  No  Never  Never  No 
24  IBD51A  Stricturing  Ileocolon  No  Yes  Current  Current  Yes 
25  IBD56A  Inflammatory  Colon  Yes  No  Never  Never  No 
26  IBD57A  Inflammatory  Terminal 
ileum 
Yes  No  Never  Never  No 
27  IBD58A  Stricturing  Ileocolon  No  No  Current  Never  Yes 
28  IBD59A  Penetrating  Ileocolon  No  No  Never  Current  Yes 
29  IBD62A  Inflammatory  Ileocolon  No  Yes  Current  Never  Yes 
  
Table 4.5: Summary of disease behaviour, location and treatment (CRGH CD subjects) 
 
The CRGH UC subjects’ disease location and treatments are summarised in Table 4.6. 
 
In terms of disease location, 9 had left‐sided colitis, 2 proctitis and 1 subject had pan‐colitis. 
 
As for treatment, 8 of the UC subjects were on aminosalicylate‐based medications, and 5 
were on steroids. For thiopurines, 9 were currently taking this medication whilst 1 was 
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previously on but had stopped, and 2 were never on thiopurines before. For biologics 
treatment, 2 were currently having this therapy whilst 1 was on biologics but had been 
discontinued, and 9 subjects were never on biologics previously. Finally, only 1 out of the 12 
CRGH UC subjects had undergone previous surgical intervention as part of their treatment.  
 
  Sample ID  UC Location  ASA  Steroids Thiopurines Biologics  Surgery 
1  IBD12A  Left‐sided colitis  Yes  Yes  Current  Current  No 
2  IBD13A  Left‐sided colitis  Yes  No  Current  Never  No 
3  IBD15A  Proctitis  No  No  Current  Current  Yes 
4  IBD16A  Left‐sided colitis  Yes  Yes  Previous  Previous  No 
5  IBD18A  Left‐sided colitis  No  No  Current  Never  No 
6  IBD31A  Left‐sided colitis  Yes  No  Current  Never  No 
7  IBD36A  Left‐sided colitis  Yes  Yes  Current  Never  No 
8  IBD40A  Pancolitis  No  Yes  Current  Never  No 
9  IBD60A  Left‐sided colitis  Yes  No  Current  Never  No 
10  IBD61A  Proctitis  Yes  No  Never  Never  No 
11  UC1  Left‐sided colitis  No  Yes  Never  Never  No 
12  UC3  Left‐sided colitis  Yes  No  Current  Never  No 
 
Table 4.6: Summary of disease location and treatment (CRGH UC subjects) 
 
The UMMC CD subject’s disease phenotype, disease location and treatments are listed in 
Table 4.7. 
 
In terms of disease phenotype 14 were inflammatory in nature, 4 had penetrating and 3 
stricturing disease. As for disease location, 12 subjects had colonic CD only, 4 had terminal 
ileal disease, 3 ileo‐caecal and 2 luminal disease. 
 
As for treatment, none of the CD subjects from UMMC were on ASA‐based medications nor 
steroids at time of recruitment. There were 15 subjects who were on thiopurines, 3 had 
never been on thiopurines before whilst 3 subjects were previously on this medication but 
had since stopped taking it. In terms of treatment with biologics there were 10 subjects who 
81 
 
were previously on such medications, 6 who had never been treated with biologics and 5 
who were currently on this type of treatment. Finally, out of the 20 subjects with CD only 3 
had undergone surgical intervention in order to control their disease.  
  Sample ID  CD 
Behaviour 
CD 
Location 
ASA  Steroids  Thiopurines  Biologics  Surgery 
1  AB0406  Inflammatory  Colon  No  No  Previous  Current  No 
2  CB0406  Penetrating  Colon  No  No  Current  Previous  Yes 
3  CB2406  Inflammatory  Colon  No  No  Current  Never  No 
4  FB0907  Inflammatory  Terminal 
ileum 
No  No  Current  Never  No 
5  FB2606  Inflammatory  Luminal  No  No  Never  Never  No 
6  KB0606  Inflammatory  Colon  No  No  Current  Current  No 
7  KB1511  Inflammatory  Colon  No  No  Current  Previous  No 
8  KB2307  Penetrating  Colon  No  No  Current  Previous  No 
9  LB0107  Inflammatory  Colon  No  No  Current  Previous  No 
10  MB1906  Inflammatory  Colon  No  No  Never  Current  No 
11  NB0706  Penetrating  Colon  No  No  Current  Previous  No 
12  NB1106  Stricturing  Ileocolon No  No  Current  Previous  Yes 
13  NB3105  Inflammatory  Colon  No  No  Never  Never  No 
14  SA1907  Inflammatory  Terminal 
ileum 
No  No  Current  Previous  No 
15  SB0807  Inflammatory  Terminal 
ileum 
No  No  Previous  Current  No 
16  SB1106  Inflammatory  Ileocolon No  No  Previous  Current  No 
17  SB2108  Inflammatory  Luminal  No  No  Current  Previous  No 
18  TB2506  Penetrating  Colon  No  No  Current  Never  No 
19  WB1607  Stricturing  Terminal 
ileum 
No  No  Current  Never  Yes 
20  YB1208  Stricturing  Colon  No  No  Current  Previous  No 
21  YB2008  Inflammatory  Ileocolon No  No  Current  Previous  No 
  
Table 4.7: Summary of disease behaviour, location and treatment (UMMC CD subjects) 
 
 
The UMMC UC subjects’ disease location and treatments are listed in the Table 4.8.  
 
In terms of disease location, 10 had proctitis, 7 pan‐colitis and 6 left‐sided colitis.  
 
With regards to treatment, 18 patients were on aminosalicylates, whilst 5 were not. Only 2 
out of the 24 UC subjects were on steroids. As for thiopurines 12 had never been on such 
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medications, 9 were currently on it and 2 were previously using this type of treatment. 
Whilst for biologics therapy, 20 patients had never used this while 3 were on biologics but 
had stopped at the time of recruitment. Finally, only 2 out of the 24 UMMC UC subjects has 
had previous surgery for treatment of their IBD. 
 
  Sample ID  UC Location  ASA  Steroids Thiopurines Biologics  Surgery 
1  AB0207  Left‐sided colitis  Yes  No  Never  Never  No 
2  AB0907  Left‐sided colitis  No  No  Current  Never  No 
3  AB1106  Left‐sided colitis  Yes  No  Current  Never  No 
4  BA1807  Proctitis  No  No  Never  Never  No 
5  BB1911  Pancolitis  Yes  Yes  Current  Never  No 
6  CB0309  Pancolitis  Yes  No  Never  Never  No 
7  CB2606  Pancolitis  Yes  No  Current  Never  No 
8  CB3007  Proctitis  Yes  No  Never  Never  No 
9  KT2907  Proctitis  Yes  No  Never  Never  No 
10  LB0110  Left‐sided colitis  Yes  No  Current  Never  No 
11  LB0208  Pancolitis  Yes  Yes  Current  Previous  No 
12  LB0410  Proctitis  Yes  No  Never  Never  No 
13  LB0907  Proctitis  Yes  No  Never  Never  No 
14  LB1009  Pancolitis  No  No  Previous  Previous  Yes 
15  MB2307  Proctitis  Yes  No  Never  Never  No 
16  OB0810  Proctitis  Yes  No  Never  Never  No 
17  RA1807  Proctitis  Yes  No  Never  Never  No 
18  RB1607  Pancolitis  No  No  Previous  Previous  Yes 
19  SB0209  Left‐sided colitis  Yes  No  Never  Never  No 
20  SB2406  Proctitis  Yes  No  Never  Never  No 
21  SB2606  Pancolitis  Yes  No  Current  Never  No 
22  VB1408  Left‐sided colitis  No  No  Current  Never  No 
23  ZB1106  Proctitis  Yes  No  Current  Never  No 
 
Table 4.8: Summary of disease location and treatment (UMMC UC subjects) 
 
 
Some points that can be mentioned for the patients from both hospitals; Firstly, the 
proportion of CD patients that had penetrating disease was higher for those from UMMC as 
compared to CRGH. There may be several reasons for this. For example, the lower 
awareness of IBD in Malaysia may have led to delays in starting treatment as well as 
suboptimal treatment strategies once these have been started. It has been shown that, as in 
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Western patients, the risk of disease progression from an inflammatory type of picture to 
either a stricturing or penetrating phenotype increases with the duration of active disease 
(Ooi, Hilmi et al. 2015). Thus, a longer delay in diagnosis and management may partially 
explain the higher proportion of a more severe CD phenotype amongst the Malaysian 
patients. 
 
Secondly, a higher proportion of CRGH CD patients were on biologics, which may also reflect 
better treatment optimisation in Western countries. The use of biologics is relatively 
restricted by cost in Malaysia as compared to Australia. As has been shown by several cost‐
effectiveness analyses, an initial high cost of treatment may be necessary in order to 
prevent further disease complications down the line (Odes and Greenberg 2014). Thus even 
though therapy with biologics may be deemed as too expensive in Malaysia, in some 
patients the cost of using such medications is justified to reduce disease‐related 
complications later on. 
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4.5 Description and analysis of blood investigations related to disease activity 
4.5.1 ESR and CRP – CRGH IBD subjects 
Blood investigations are routinely done during IBD follow‐up, in order to assist in gauging a 
patient’s disease activity status. Erythrocyte sedimentation rate (ESR) as well as C‐reactive 
protein (CRP) values are non‐specific measures of inflammation, and with the white blood 
cell count (WBC) are regularly used to assess the degree of ongoing inflammation. However, 
factors such as age and haemoglobin count (Hb) affect ESR readings, and medications such 
as steroids and thiopurines affect the WBC count. Medications as well as disease activity 
may also affect overall blood results; Hb, WBC, platelet and albumin levels may signify a 
patient’s general well being. Therefore, blood investigation results should always be 
interpreted within a larger patient context rather than as individual data points. 
 
Figures 4.4 and 4.5 describe the ESR and CRP readings for IBD patients from CRGH. 
There were 21 CRGH CD subjects who had ESR readings taken in proximity to or on the day 
of follow‐up, giving an overall mean ESR of 19.3±23.7 mm/h. CRP results were available for 
27 of the CRGH CD subjects; the overall mean CRP was 6.8±8.6 mg/L.  
For the CRGH UC subjects, ESR readings were available for 7 of them during the study 
capture period with an overall mean of 16.6±10.4 mm/h. CRP results were available for 10 
patients, with an overall mean of 14.9±18.6 mg/l. 
 
Many factors may influence ESR readings e.g. age, gender, anaemia, the presence of blood 
dyscrasias as well as pregnancy (Mendoza and Abreu 2009). The upper limit of normal for 
ESR also varies according to age and gender. However, it is generally accepted that values 
over 10mm/hour signify a raised ESR and may indicate underlying ongoing inflammation. 
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For CRP, a level of more than 5mg/l is considered raised; in our group of CRGH IBD subjects, 
those with UC had a much higher overall CRP, with a mean of nearly 3 times the normal 
upper limit. Whilst ESR tests are more widely available, CRP is more sensitive as an initial 
marker of ongoing inflammation, as it peaks and decreases more rapidly as compared to ESR 
values, thus mirroring the underlying inflammatory processes better (Vermeire, Van Assche 
et al. 2004, Vermeire, Van Assche et al. 2006). This might explain to some degree the 
discrepancy between ESR and CRP values seen within the study subjects. It is interesting to 
note that in the literature it is mentioned that CD patients tended to have higher CRP levels 
as compared to those with UC (Saverymuttu, Hodgson et al. 1986). Explanations for this 
include a deeper degree of inflammation in CD as well as higher IL‐6 concentrations, which 
lead to increased CRP production (Gross, Andus et al. 1992). In our group of subjects, 
however, this pattern was not seen. One possible explanation may be that there is better 
disease control amongst CD patients vs. those with UC. On the other hand, this might also 
imply that there may be a more severe disease phenotype amongst those with UC.  
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 Figure 4.4: Frequency distribution of ESR and CRP for CRGH subjects with CD 
(A) Shows the frequency distribution of ESR for subjects with CD recruited from CRGH, 
whilst (B) shows the frequency distribution of CRP for subjects with CD recruited from 
CRGH. 
 
87 
 
 Figure 4.5: Frequency distribution of ESR and CRP for CRGH subjects with UC 
(A) Shows the frequency distribution of ESR for subjects with UC recruited from CRGH, 
whilst (B) shows the frequency distribution of CRP for subjects with UC recruited from 
CRGH. 
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4.5.2 ESR and CRP – UMMC IBD subjects 
Figures 4.6 and 4.7 describe the ESR and CRP readings for IBD patients from UMMC. There 
were 14 UMMC CD subjects who had ESR readings taken close to or on the day of follow‐up. 
The overall mean ESR obtained was 28.6±32.5 mm/h. For CRP, results were available for 8 of 
the subjects, with a mean of 1.9±2.4 mg/l. With regards to UMMC UC subjects, ESR readings 
were available for 18 of the 24 patients with a mean of 27.6±18.0 mm/h. CRP results were 
available for 10 patients with a mean of 1.27±2.1 mg/l. As commented on earlier, ESR vs. 
CRP have differences in sensitivity when measuring ongoing inflammation thus explaining 
the discrepancy between the readings of these two investigations.  
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 Figure 4.6: Frequency distribution of ESR and CRP for UMMC subjects with CD 
(A) Shows the frequency distribution of ESR for subjects with CD recruited from UMMC, 
whilst (B) shows the frequency distribution of CRP for subjects with CD recruited from 
UMMC. 
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 Figure 4.7: Frequency distribution of ESR and CRP for UMMC subjects with UC 
(A) Shows the frequency distribution of ESR for subjects with UC recruited from UMMC, 
whilst (B) shows the frequency distribution of CRP for subjects with UC recruited from 
UMMC. 
 
Overall, when the ESR and CRP results of IBD subjects from CRGH and UMMC are reviewed 
it can be seen that the Malaysian cohort have much higher ESR readings as compared to 
their Australian counterparts. The reverse is true for the CRP results, as the Malaysian group 
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of IBD patients tended to have a lower CRP. A possible reason for this may be that because 
of cost issues, CRP is taken mostly in Malaysian patients who have had good treatment 
response and optimal therapy, whereas ESR is obtained for a large majority of the patients. 
 
4.5.2.1 Albumin levels 
Albumin is a protein synthesised by the liver. In the context of IBD, albumin may be used as 
an indicator of disease severity whereby a lower albumin level indicates more severe 
disease activity (Cioffi, Rosa et al. 2015). 
 
In this study there were 29 albumin values available for the CRGH CD subjects. Overall mean 
was 42.7±4.9 g/l. For those with UC there were 10 albumin readings available with a mean 
of 42.9±6.35 g/l. (Normal levels 38‐48 g/l). This indicates that the CRGH subjects were 
adequately managed in terms of nutritional deficit and/or disease severity. As for the 
Malaysian cohort, there were 19 albumin values available for the UMMC CD subjects with 
an overall mean of 36.5±5.2 g/l. For those with UC there were 22 albumin values available 
with a mean of 35.4±9.8 g/l. When compared to normal blood values as well as results from 
CRGH, it can be seen that the Malaysian patients have lower serum albumin values thus 
indicating a more severe disease activity and/or nutritional inadequacy. 
 
4.5.2.2 Haemoglobin levels 
Haemoglobin levels may also be used to assess disease severity, as anaemia has been shown 
to correlate with disease activity and severity (Guagnozzi and Lucendo 2014). In the 
Australian group there were 30 Hb results available for the CRGH CD subjects with an overall 
mean of 141.1±17.3 g/l, whilst for the UC subjects 9 results were available with a mean of 
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133.1±21.7 g/l. (Normal Hb male 130‐170 g/l, females 120‐150 g/l.) As for the Malaysian 
cohort 19 Hb results were available for the UMMC CD subjects with an overall mean of 
127.6±13.8 g/l, whilst for the UC subjects 23 results were available with a mean of 
126.0±21.2 g/l. As can be seen whilst the Hb for subjects from CRGH were within normal, 
the mean Hb for the Malaysian patients indicated that they tended to be anaemic, possibly 
reflecting higher disease activity and/or nutritional deficiency. 
 
4.5.2.3 White blood cell count 
Another marker of inflammation that may be used is the white blood cell (WBC) count. 
There were 30 WBC counts available for the CRGH CD subjects, with a mean reading of 
8.8±4.1x109/l, and for those with UC the mean was 9.1±3.0x109/l for the 9 results available 
(Normal is 4.0‐10.0x109/l). At the same time for the Malaysian group there were 19 WBC 
counts available for the CD subjects with a mean WBC count of 6.6±3.6x109/l, and for those 
with UC th mean was 8.0±3.7x109/l for the 23 results available. Interestingly, the WBC 
values of IBD patients from both countries were within normal limits despite the 
discrepancies in the inflammatory markers described above. It is possible that despite high 
disease activity, the use of immunosuppressant medications affected the overall WBC 
counts, bringing the means of both groups within the normal range. 
 
4.5.2.4 Platelet counts 
It was first shown in 1968 by Morowitz that IBD patients with an increased disease activity 
also had an abnormally high platelet count. Following this, the phenomenon of “reactive 
thrombocytosis” was recognised to occur in IBD patients with active disease (Danese, Motte 
Cd et al. 2004). Defined as a platelet count of more than 450x109/l, the raised platelet count 
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correlates well with disease activity and the presence of inflammation (Harries, Fitzsimons 
et al. 1983). It has also been shown that a raised platelet count, signifying ongoing 
subclinical disease activity may even persist after bowel resection surgery (Chiarantini, 
Valanzano et al. 1997).  
 
Of the 30 platelet count results available from the CRGH CD subjects, the mean was 
328.0±93.5x109/l and for the subjects with UC it was 329.6±116.1x109/l (Normal is 150‐350 
x109/l), whilst for the 19 platelet counts available for the UMMC CD subjects, the mean was 
326.4±91.4x109/l and for the 23 subjects with UC it was 284.0±98.9x109/l. Thus it can be 
seen that even though the literature reports that thrombocytosis is associated with IBD 
severity, this association was not seen in the subjects recruited for this study. 
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Chapter 5: Development of multi‐parameter flow 
cytometric panels for the evaluation of regulatory T cell 
subpopulations in IBD 
 
As mentioned earlier, this study aimed to comprehensively evaluate multiple T cell subsets 
in paired mucosal and blood samples from IBD patients of differing ethnic and cultural 
backgrounds in terms of regulatory T cell subset frequencies as well as expression of the 
homing receptors involved in T cell trafficking, and to relate these findings to clinical and 
demographic information. In order to achieve this, we designed and tested a flow 
cytometric panel that included important surface and intracellular markers, plus relevant 
chemokine and tissue homing receptors.  
 
5.1 Selection of surface and intracellular markers 
Prior to sample analysis, several multi‐parameter flow cytometric panels were designed and 
tested on cryopreserved blood and mesenteric lymph node samples. The panels were 
designed to detect co‐expression of chemokine and tissue homing receptors as well as 
transcription factors known to be associated with regulatory and/or T helper cell 
differentiation. 
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5.2 Development of 8‐colour multi‐parameter flow cytometric panels 
Initial panels were designed and tested on mesenteric lymph node samples obtained from a 
35 year old UC patient who underwent surgical bowel resection. Data was acquired on a 
Canto‐II flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA). Flow 
cytometric data was initially collected in an uncompensated digital format. Using FlowJo 
flow cytometry data analysis software (Tree Star Inc., San Carlos, USA), a compensation 
matrix was then calculated and applied to each sample prior to further flow data evaluation. 
 
Based on a review article by Lobaton (Lobaton, Vermeire et al. 2014) regarding anti‐
adhesion therapies for the treatment of IBD, panels that included CD4, CD25, CD127, 
CD45RO, β7, CCR6, CD49d (α4), CD103 (αEβ7), CD11a (LFA‐1) and live/dead cell 
discrimination markers were tested on cryopreserved lymph node samples obtained from 
areas of inflamed as well as non‐inflamed bowel. 
 
Following this, another set of panels that included CX3CR1, CCR9, CXCR3 as well as receptors 
associated with homing to the skin i.e. CLA, CCR10 and CCR4 were tested on lymph node 
samples from the same subject. 
 
5.3 Gating strategies 
A general gating strategy was used to analyse flow cytometric data obtained for the lymph 
node samples (Figure 5.1). Doublets were excluded by first gating on Forward Scatter‐Area 
(FSC‐A) versus Forward Scatter‐Height (FSC‐H), followed by a Side Scatter‐Area (SSC‐A) 
versus Side Scatter‐Height (SSC‐H) gate. Near IR was used as a live/dead stain allowing the 
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exclusion of dead cells from analysis. Subsequently CD4+ cells were selected for further 
analysis. 
 
Treg cells were identified within the CD4+ population on the basis of CD127 and FOXP3 
expression. Treg cells were defined as FOXP3+CD127lo cells and expressed as a frequency of 
total CD4+ cells. To further examine the frequency of activated and naïve Treg cells, CD45RO 
expression was used as a marker of post‐thymic activation and differentiation (Seddiki, 
Santner‐Nanan et al. 2006). CD45RO+ cells were defined as effector/memory Treg cells, whilst 
those that were CD45RO‐ were defined as naïve Treg cells. Both Treg cell subpopulations were 
expressed at a percentage of total CD4+ T cells. 
 
Following the general gating strategy described above, expression of CD45RO versus 
chemokine receptors/integrins was examined within the Treg cell population. A quadrant 
gate was applied and the proportions of CD45RO+ versus chemokine receptors/integrins and 
CD45RO‐ versus chemokine receptors/integrins were calculated as a percentage of total 
CD4+ cells. The following figures (Figures 5.2‐5.8) further illustrate the  steps taken during 
testing of the general gating strategy. 
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Figure 5.1: General gating strategy for flow cytometry analysis of lymph node samples 
(A) An initial FSC‐Area vs. Live/Dead stain excluded non‐viable cells. (B) An FSC‐Area vs. FSC‐Height followed by an SSC‐Area vs. SSC‐Height gate 
(C) excluded doublets. (D) T lymphocytes were identified by their expression of CD4. (E) Tregs vs. Tconv were further identified based on CD25+ 
and CD127lo expression. 
 
         
Figure 5.2: Comparison of gating strategies for CD4+ cells 
(A) CD4 vs. SSC‐Area as compared to CD4 vs. FSC‐Area (B). Gating for CD4+ cells using CD4 vs. SSC‐Area is preferred as this gives a “tighter” 
population. 
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Figure 5.3: Comparison of CD45RO populations 
Following identification of CD4+ T cells (A), CD127 vs. CD25 expression were then used to 
gate for Tconv and Tregs (C). (B) shows the percentage of cells that are CD45RO+ and 
CD45RO‐ within the overall CD4+ T cell population, whilst (D) and (E) show the percentage 
of cells that are CD45RO+ and CD45RO‐ within Tconv and Tregs respectively. 
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Figure 5.4: Flow cytometric gating strategy for analysis of cell surface markers 
(A) Tregs and Tconv were identified by expression of CD25 and CD127. The top row represents further analyses done on Tconv, whilst the lower 
row were further analyses of the Treg population. CD45RO vs. CD4 expression was used to obtain boundaries for the CD45RO+ and CD45RO‐ 
gates (B). The CD45RO+/‐ gates were then used to further analyse the expression of the surface markers CD49d (α4), β7 and CCR6 [(C), (D) and 
(E) respectively].  
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Figure 5.5: Flow cytometric gating strategy for extended analysis of cell surface markers 
The top row represents further analyses done on Tconv, whilst the lower row were further analyses of the Treg population identified via CD25 
vs. CD127 expression. CD45RO vs. CD4 expression was used to obtain boundaries for the CD45RO+ and CD45RO‐ gates (A). The CD45RO+/‐ 
gates were then used to further analyse the expression of the surface markers CD49d (α4), β7, CCR6, CD11a and CD103 (C)‐(F) respectively. 
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Figure 5.6: Co‐expression of various surface markers 
The top row represents analyses done on Tconv, whilst the lower row were of the Treg 
population identified via CD25 vs. CD127 expression. Co‐expression of the surface markers 
CCR6, CD49d (α4), β7, CD11a and 103 were then evaluated (A‐D). Note: CD11a and CD103 
results were from a separate experiment. 
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 Figure 5.7: Comparison of Treg vs Tconv (Panel A), and CD4+CD45RO populations (Panel B: 
Tconv, Panel C: Treg) in draining mesenteric lymph node samples from non‐inflamed vs. 
inflamed areas of bowel 
Top row panels refer to results from analysis of mesenteric lymph nodes draining non‐
inflamed areas of bowel, whilst the lower row refers to results from analysis of lymph nodes 
from inflamed areas of the colon.
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An 8‐colour flow cytometric panel was then developed, using selected T cell subset markers 
that were decided upon during previous experiments. In this panel, CD4 and CD45RO were 
included in order to identify the memory/effector T cell population, whilst CD25 and CD127 
were used to identify the Treg population. Several adhesion markers that are potential 
targets of IBD therapy were chosen e.g. αEβ7 integrin (which is involved with epithelial 
localisation), α4β7 integrin (migration to gut‐associated lymphoid tissues) and CCR9 
(migration to small bowel). Inflammation‐associated markers were also included for 
example CX3CR1 (increased expression on T cells from IBD patients, increased ligand 
expression on gut mucosal epithelium), and CXCR3 (migration to sites of Th1‐mediated 
inflammation). At the same time skin‐related homing receptors were also incorporated into 
the panel in order to assess the presence of cells that were likely to home to a site other 
than the bowel. Skin‐related homing receptors that were chosen included CLA (Cutaneous 
leucocyte‐associated antigen receptor), CCR10 (important for cell migration to mucosal 
tissues and skin) as well as CCR4 (associated with cell migration to skin and other sites of 
Th2‐mediated inflammation). The following figure shows the result of an experiment using 
such a panel. 
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Figure 5.8: Gating strategy for the analysis of Treg subset 
populations (8‐colour panel) 
 
Lymphocytes obtained from lymph node samples of a 35 
year old patient with UC were analysed for markers that 
allowed for the identification of Tregs (CD4, CD25 and 
CD127) and further examination of subsets (CD45RO, 
chemokine receptors (CR) and integrins). CD4+ cells were 
gated (A) and CD4+ Tregs were identified as 
CD127loCD25+ cells (B). Tregs (C) were then analysed using 
a quadrant gate for CD45RO as well as CLA, CCR4 and 
CCR10 expression in this particular example. The co‐
expression of CR were also examined (D). Panel (E) shows 
results of a separate experiment using the same patient’s 
samples. Numbers indicate cells within the gate as a 
percentage of the parent population. Data acquisition 
was performed on a 3‐laser Canto‐II flow cytometer. 
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5.4 Development of 12‐colour multi‐parameter flow cytometric panel 
For the 12‐colour flow cytometry panel, CD4, CD45RO, CD25 and CD127 were included. 
Based on previous data, the gut‐homing receptors CXCR3, CCR6 (migration to sites of Th17‐
mediated inflammation), CCR4 and α4β7 were also included. The transcription factors 
FOXP3 and T‐bet were also incorporated to further identify the Treg and Th1 subpopulations, 
respectively. The initial gating strategy employed is shown in the following figure (Figure 
5.9), whilst Figure 5.10 shows the finalised gating strategy. Figure 5.11 illustrates the co‐
expression of chemokine receptor/integrin (CR/I) as well as transcription factor (TF) 
combinations, whilst Figure 5.12 demonstrates the evaluation of mucosal Treg frequencies.
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Figure 5.9: Initial gating strategy for the analysis of Treg 
subset populations (12‐colour panel) 
 
Peripheral blood mononuclear cell samples obtained 
from a 19 year old patient with UC were analysed for 
markers that allowed for the identification of Tregs (CD4, 
CD25 and CD127) and further examination of subsets 
(CD45RO, chemokine receptors (CR) and integrin). CD4+ 
cells were gated (A) and CD4+ Tregs were identified as 
CD127loCD25+ cells (B). Tregs (C) were then analysed using 
a quadrant gate for CD45RO as well as CXCR3, CCR4, 
CCR6 and β7 expression in this particular example. The 
co‐expression of CR/integrin were also examined. 
Numbers indicate cells within the gate as a percentage of 
the parent population. Data acquisition was performed 
on a 10‐laser LSR‐II flow cytometer. 
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Figure 5.10: Finalised gating strategy for 12‐colour flow cytometry 
Markers were used that allowed for the identification of Tregs (CD4, FOXP3 and CD127) and further examination of subsets (CD45RO, 
chemokine receptors (CR) and integrin). CD4+ cells were gated and CD4+ Tregs were identified as CD127loFOXP3+ cells. Tregs were then analysed 
for CD45RO to assess effector/memory and naive Treg frequencies. The total Tregs were also analysed for the expression of CXCR3, β7, CCR4, T‐
bet and CCR6. Following this the co‐expression of CR/integrins were also examined. Numbers indicate cells within the gate as a percentage of 
the parent population. Data acquisition was performed on a 10‐laser LSR‐II flow cytometer. 
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   Figure 5.11: Co‐expression of CR/I and TF combinations 
Tregs were analysed for the co‐expression of 
CXCR3, β7, CCR4, T‐bet and CCR6. Numbers 
indicate cells within the gate as a percentage 
of the parent population. Data acquisition 
was performed on a 10‐laser LSR‐II flow 
cytometer. 
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 Figure 5.12: Evaluation of mucosal Treg frequencies 
Using corresponding gates obtained from paired PBMC samples, the CD4+ cell population 
present in mucosal samples was identified. A CD127loFOXP3+ gate was then used to identify 
the Treg as well as Tconv populations.   
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Chapter 6: Flow‐cytometry results and interpretation 
 
 
6.1 Comparison of CD4+, Treg and Tconv populations and subpopulations in control subjects 
and patients with IBD 
 
PBMC samples were stained with antibody cocktails that included CD4 (V500), CD127 
(BUV737), FOXP3 (PE‐CF594) and CD45RO (BUV395) to identify effector/memory Treg cells. 
As mentioned earlier, once data acquisition was performed using the LSR‐II cytometer 
compensation matrices were calculated and applied, live cells selected followed by the 
gating out of debris and doublets. CD4+ cells were then selected and gated for 
CD127loFOXP3+ Treg cells, calculated as a frequency of total CD4+ cells. Tregs were further 
subdivided into the CD45RO+ effector/memory and CD45RO‐ naive subpopulations. A 
similar gating strategy was used to evaluate the Tconv subpopulations. 
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The following figure shows the frequency of CD4+ T cells in control vs IBD subjects recruited 
into this study. There was a significant difference in the mean frequency of CD4+ T cells for 
the two groups (means of 24 and 32 respectively).  
 
Figure 6.1: CD4+ Tcells in the PBMC of controls vs subjects with IBD 
The percentage of total CD4+ cells in IBD patients was compared to healthy controls. Each 
point represents a single patient, and horizontal bars represent the mean of each group. 
Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 
considered significant. 
 
   
112 
 
The following figure shows the frequency of Tregs in control vs IBD subjects recruited into this 
study. The mean Treg frequency did not significantly differ between the two groups (mean 
7.1 vs 7.4).  
 Figure 6.2: Tregs in the PBMC of controls vs subjects with IBD 
Frequency of Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ cells in IBD patients was 
compared to healthy controls. Each point represents a single patient, and horizontal bars 
represent the mean of each group. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐
Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The next figure shows the frequencies of Tconv in control vs IBD subjects recruited into this 
study. The Tconv frequencies did not significantly differ between the two groups (mean of 93 
vs. 93 for controls and patients with IBD respectively). 
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 Figure 6.3: Tconv in the PBMC of controls vs subjects with IBD 
Frequency of Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ cells in IBD patients was 
compared to healthy controls. Each point represents a single patient, and horizontal bars 
represent the mean of each group. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐
Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.4 shows the frequency of CD4+ T cells in control vs those with CD as well UC. There 
was a significant difference between the means of the control and CD groups, as well as for 
the CD and UC groups (24, 34 and 28 for controls, CD and UC respectively).  
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Figure 6.4: CD4+ T cell frequencies in PBMC of controls as compared to subjects with CD 
and UC 
The percentage of total CD4+ cells in CD and UC patients were compared to healthy 
controls. Each point represents a single patient, and horizontal bars represent the mean of 
each group. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values 
<0.05 considered significant. 
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Figure 6.5 shows the frequency of Tregs in controls vs those with CD as well UC. There was no 
significant difference in the means of the three groups (7.1, 7.7 and 6.7 for controls, CD and 
UC subjects respectively.  
 Figure 6.5: Tregs in PBMC of controls as compared to subjects with CD and UC 
Frequency of Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ cells in CD and UC patients were 
compared to healthy controls. Each point represents a single patient, and horizontal bars 
represent the mean of each group. Data was analysed using a non‐parametric Kruskal‐Wallis 
test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.6 shows the frequency of Tconv in controls vs those with CD as well UC. There was no 
significant difference in the means of the three groups (93, 92 and 93 for controls, CD and 
UC subjects respectively).  
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  Figure 6.6: Tconv in PBMC of controls as compared to subjects with CD and UC 
Frequency of Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ cells in CD and UC patients were 
compared to healthy controls. Each point represents a single patient, and horizontal bars 
represent the mean of each group. Data was analysed using a non‐parametric Kruskal‐Wallis 
test with p values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of CD4+ T cells amongst male and female subjects 
enrolled into this study. There was no significant difference in the means of the two groups 
(30.0 and 31.0 for male and female subjects respectively). 
    Figure 6.7: Comparison of PBMC CD4+ T cell frequencies between male and female 
subjects 
The percentage of CD4+ cells in male and female patients were compared to healthy 
controls. Each point represents a single sample, and horizontal bars represent the mean of 
each group. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values 
<0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of Tregs amongst male and female subjects 
enrolled into this study. There was a significant difference in the means of the two groups 
(8.0 and 6.3 for male and female subjects respectively).  
 Figure 6.8: Comparison of PBMC Tregs between male and female subjects 
Frequency of Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ cells in male and female patients 
were compared to healthy controls. Each point represents a single sample, and horizontal 
bars represent the mean of each group. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐
Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of Tconv amongst male and female subjects 
enrolled into this study. There was no significant difference in the means of the two groups 
(92.0 and 94.0 for male and female subjects respectively). 
    Figure 6.9: Comparison of PBMC Tconv between male and female subjects 
Frequency of Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ cells in male and female 
patients were compared to healthy controls. Each point represents a single sample, and 
horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a non‐
parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The next figure shows the overall frequency of CD4+ T cells amongst Australian and 
Malaysian control subjects enrolled into this study. There was no significant difference in 
the means of the two groups (25.0 and 24.0 in Australian vs Malaysian control subjects 
respectively). 
    Figure 6.10: Comparison of PBMC CD4+ frequencies in control subjects from Australia and 
Malaysia 
The frequency of CD4+ cells were compared between Australian and Malaysian healthy 
controls. Each point represents a single subject, and horizontal bars represent the mean of 
each group. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values 
<0.05 considered significant. 
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The next figure shows the overall frequency of Tregs amongst Australian and Malaysian 
control subjects enrolled into this study. There was a significant difference in the means of 
the two groups (8.3 and 5.3 for Australian vs Malaysian control subjects respectively). 
 
 Figure 6.11: Comparison of PBMC Tregs in control subjects from Australia and Malaysia 
Frequency of Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ cells was compared between 
Australian and Malaysian healthy controls. Each point represents a single subject, and 
horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a non‐
parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
 
 
   
122 
 
The next figure shows the overall frequency of Tconv amongst Australian and Malaysian 
control subjects enrolled into this study. There was a significant difference in the means of 
the two groups (92.0 and 95.0 for Australian vs Malaysian control subjects respectively). 
 
Figure 6.12: Comparison of PBMC Tconv in control subjects from Australia and Malaysia 
Frequency of Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ cells was compared between 
Australian and Malaysian healthy controls. Each point represents a single subject, and 
horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a non‐
parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.13 shows the overall frequency of CD4+ T cells amongst Australian and Malaysian 
subjects with CD. There was a significant difference in the means of the two groups (37.0 
and 30.0 for Australian vs Malaysian patients with CD respectively). 
    Figure 6.13: Comparison of PBMC CD4+ T cell frequencies in CD subjects from Australia 
and Malaysia 
Frequency of CD4+ cells in CD patients was compared between those from Australia and 
Malaysia. Each point represents a single patient, and horizontal bars represent the mean of 
each group. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values 
<0.05 considered significant. 
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Figure 6.14 shows the overall frequency of Tregs amongst Australian and Malaysian subjects 
with CD. There was no significant difference in the means of the two groups (8.4 and 6.8 for 
Australian vs Malaysian patients with CD respectively). 
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 Figure 6.14: Comparison of PBMC Tregs in CD subjects from Australia and Malaysia 
Frequency of Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ cells in CD patients was 
compared between those from Australia and Malaysia. Each point represents a single 
patient, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.15 shows the overall frequency of Tconv amongst Australian and Malaysian subjects 
with CD. There was no significant difference in the means of the two groups (92.0 and 93.0 
for Australian vs Malaysian patients with CD respectively). 
 Figure 6.15: Comparison of PBMC Tconv in CD subjects from Australia and Malaysia 
Frequency of Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ cells in CD patients was 
compared between those from Australia and Malaysia. Each point represents a single 
patient, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Analysis for CD4+ T cell frequencies was also done for Australian and Malaysian subjects 
with UC which is shown in Figure 6.16.  There was no significant difference in the means of 
the two groups (31.0 and 24.0 for Australian vs Malaysian patients respectively). 
 Figure 6.16: Comparison of PBMC CD4+ T cell frequencies in UC subjects from Australia 
and Malaysia 
Frequency of CD4+ cells in UC patients was compared between those from Australia and 
Malaysia. Each point represents a single patient, and horizontal bars represent the mean of 
each group. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values 
<0.05 considered significant. 
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A similar analysis was done for Australian and Malaysian subjects with UC with regards to 
Tregs which is shown in Figure 6.17.  There was no significant difference in the means of the 
two groups (6.8 and 6.6 for Australian vs Malaysian patients respectively). 
 
 Figure 6.17: Comparison of PBMC Tregs in UC subjects from Australia and Malaysia 
Frequency of Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ cells in UC patients was 
compared between those from Australia and Malaysia. Each point represents a single 
patient, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Analysis for Tconv frequencies was also done for Australian and Malaysian subjects with UC 
which is shown in Figure 6.18.  There was no significant difference in the means of the two 
groups (93.0 and 94.0 for Australian vs Malaysian patients respectively). 
    Figure 6.18: Comparison of PBMC Tconv in UC subjects from Australia and Malaysia 
Frequency of Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ cells in UC patients was 
compared between those from Australia and Malaysia. Each point represents a single 
patient, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.19 shows the frequency of effector/memory Tregs (i.e. CD45RO+ CD127loFOXP3+ 
Tregs) in control subjects from Australia vs. Malaysia. No significant difference in the means 
of the groups was seen (mean of 73.0 and 81.0 for Australian and Malaysian subjects 
respectively). 
 
 Figure 6.19: Comparison of PBMC CD45RO+ Tregs in control subjects from Australia and 
Malaysia 
Frequency of effector/memory Tregs, expressed as a percentage of total Tregs in control 
subjects was compared between those from Australia vs. Malaysia. Each point represents a 
single subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed 
using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.20 shows the frequency of naive Tregs (i.e. CD45RO‐ CD127loFOXP3+ Tregs) in control 
subjects from Australia vs. Malaysia. No significant difference in the means of the groups 
was seen (mean of 27.0 and 19.0 for Australian and Malaysian subjects respectively). 
 
 Figure 6.20: Comparison of PBMC CD45RO‐ Tregs in control subjects from Australia and 
Malaysia 
Frequency of naive Tregs, expressed as a percentage of total Tregs in control subjects was 
compared between those from Australia vs. Malaysia. Each point represents a single 
subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.21 shows the frequency of effector/memory Tconv (i.e. CD45RO+ Tconv) in control 
subjects from Australia vs. Malaysia. A significant difference was seen in the means of the 
groups (mean of 42.0 and 62.0 for Australian and Malaysian subjects respectively). 
 
 Figure 6.21: Comparison of PBMC CD45RO+ Tconv in control subjects from Australia and 
Malaysia 
Frequency of effector/memory Tconv, expressed as a percentage of total Tregs in control 
subjects was compared between those from Australia vs. Malaysia. Each point represents a 
single subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed 
using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.22 shows the frequency of naive Tconv (i.e. CD45RO‐ Tconv) in control subjects from 
Australia vs. Malaysia. A significant difference was seen in the means of the groups (mean of 
58.0 and 38.0 for Australian and Malaysian subjects respectively). 
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 Figure 6.22: Comparison of PBMC CD45RO‐ Tconv in control subjects from Australia and 
Malaysia 
Frequency of naive Tconv, expressed as a percentage of total Tregs in control subjects was 
compared between those from Australia vs. Malaysia. Each point represents a single 
subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of effector/memory Tregs in CD patients from 
Australia vs. Malaysia. No significant difference in the means of the groups was seen (mean 
of 67.0 and 76.0 for Australian and Malaysian subjects respectively). 
 
 Figure 6.23: Comparison of PBMC CD45RO+ Tregs in CD subjects from Australia and 
Malaysia 
Frequency of effector/memory Tregs, expressed as a percentage of total Tregs in CD patients 
was compared between those from Australia vs. Malaysia. Each point represents a single 
patient, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of naive Tregs in CD patients from Australia vs. 
Malaysia. No significant difference in the means of the groups was seen (mean of 33.0 and 
34.0 for Australian and Malaysian subjects respectively). 
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 Figure 6.24: Comparison of PBMC CD45RO‐ Tregs in CD subjects from Australia and 
Malaysia 
Frequency of naive Tregs, expressed as a percentage of total Tregs in CD patients was 
compared between those from Australia vs. Malaysia. Each point represents a single 
patient, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of effector/memory Tconv in CD patients from 
Australia vs. Malaysia. A significant difference in the means of the groups was seen (mean of 
43.0 and 59.0 Australian and Malaysian subjects respectively). 
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 Figure 6.25: Comparison of PBMC CD45RO+ Tconv in CD subjects from Australia and 
Malaysia 
Frequency of effector/memory Tconv, expressed as a percentage of total Tconv in CD patients 
was compared between those from Australia vs. Malaysia. Each point represents a single 
patient, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of naive Tconv in CD patients from Australia vs. 
Malaysia. A significant difference in the means of the groups was seen (mean of 57.0 and 
41.0 for Australian and Malaysian subjects respectively). 
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 Figure 6.26: Comparison of PBMC CD45RO‐ Tconv in CD subjects from Australia and 
Malaysia 
Frequency of naive Tconv, expressed as a percentage of total Tconv in CD patients was 
compared between those from Australia vs. Malaysia. Each point represents a single 
patient, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The next figure shows the frequency of effector/memory Tregs in UC patients from Australia 
vs. Malaysia. No significant difference in the means of the groups was seen (mean of 66.0 
and 75.0 for Australian and Malaysian subjects respectively). 
 
 Figure 6.27: Comparison of PBMC CD45RO+ Tregs in UC subjects from Australia and 
Malaysia 
Frequency of effector/memory Tregs, expressed as a percentage of total Tregs in UC patients 
was compared between those from Australia vs. Malaysia. Each point represents a single 
patient, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of naive Tregs in UC patients from Australia vs. 
Malaysia. A significant difference in the means of the groups was seen (mean of 35.0 and 
24.0 for Australian and Malaysian subjects respectively). 
   Figure 6.28: Comparison of PBMC CD45RO‐ Tregs in UC subjects from Australia and 
Malaysia 
Frequency of naive Tregs, expressed as a percentage of total Tregs in UC patients was 
compared between those from Australia vs. Malaysia. Each point represents a single 
patient, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of effector/memory Tconv in UC patients from 
Australia vs. Malaysia. A significant difference in the means of the groups was seen (mean of 
37.0 and 58.0 for Australian and Malaysian subjects respectively). 
 Figure 6.29: Comparison of PBMC CD45RO+ Tconv in UC subjects from Australia and 
Malaysia 
Frequency of effector/memory Tconv, expressed as a percentage of total Tconv in UC patients 
was compared between those from Australia vs. Malaysia. Each point represents a single 
patient, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of naive Tconv in UC patients from Australia vs. 
Malaysia. A significant difference in the means of the groups was seen (mean of 63.0 and 
42.0 for Australian and Malaysian subjects respectively). 
 Figure 6.30: Comparison of PBMC CD45RO‐ Tconv in UC subjects from Australia and 
Malaysia 
Frequency of naive Tconv, expressed as a percentage of total Tconv in UC patients was 
compared between those from Australia vs. Malaysia. Each point represents a single 
patient, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The next figure shows the frequency of CD4+ T cells in the control group as well as those 
with IBD in the Australia cohort. A significant difference in the means of the control and CD 
groups was seen (mean of 25, 37 and 31 for controls, CD patients and UC patients 
respectively). 
 
 Figure 6.31: PBMC CD4+ T cell frequencies among Australian study subjects 
Frequency of CD4+ T cells, expressed as a percentage of lymphocytes in Australian study 
subjects were compared between the three study groups. Each point represents a single 
subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
   
142 
 
The next figure shows the frequency of Tregs in the control group as well as those with IBD in 
the Australia cohort. No significant difference in the means of the groups was seen (mean of 
8.3, 8.4 and 6.8 for controls, CD patients and UC patients respectively). 
 
 Figure 6.32: PBMC Tregs among Australian study subjects 
Frequency of Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ cells in Australian study subjects 
were compared between the three study groups. Each point represents a single subject, and 
horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a non‐
parametric Kruskal‐Wallis test with p values <0.05 considered significant. 
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The next figure shows the frequency of Tconv in the control group as well as those with IBD in 
the Australia cohort. No significant difference in the means of the groups was seen (mean of 
92,92 and 93 for controls, CD patients and UC patients respectively). 
 
 Figure 6.33: PBMC Tconv among Australian study subjects 
Frequency of Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ cells in Australian study subjects 
were compared between the three study groups. Each point represents a single subject, and 
horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a non‐
parametric Kruskal‐Wallis test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.34 shows the frequency of CD4+ T cells in the control group as well as those with 
IBD in the Malaysian cohort. No significant difference in the means of the groups was seen 
(mean of 24, 30 and 24 for controls, CD patients and UC patients respectively). 
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 Figure 6.34: PBMC CD4+ T cell frequencies among Malaysian study subjects 
The frequency of CD4+ cells in Malaysian study subjects were compared between the three 
study groups. Each point represents a single subject, and horizontal bars represent the 
mean of each group. Data was analysed using a non‐parametric Kruskal‐Wallis test with p 
values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.35 shows the frequency of Tregs in the control group as well as those with IBD in the 
Malaysian cohort. No significant difference in the means of the groups was seen (mean of 
5.3, 6.8 and 6.6 for controls, CD patients and UC patients respectively). 
 
 Figure 6.35: PBMC Tregs among Malaysian study subjects 
Frequency of Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ cells in Malaysian study subjects 
were compared between the three study groups. Each point represents a single subject, and 
horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a non‐
parametric Kruskal‐Wallis test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.36 shows the frequency of Tconv in the control group as well as those with IBD in the 
Malaysian cohort. No significant difference in the means of the groups was seen (mean of 
95, 93 and 94 for controls, CD patients and UC patients respectively). 
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 Figure 6.36: PBMC Tconv among Malaysian study subjects 
Frequency of Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ cells in Malaysian study subjects 
were compared between the three study groups. Each point represents a single subject, and 
horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a non‐
parametric Kruskal‐Wallis test with p values <0.05 considered significant. 
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The next figure shows the frequency of effector/memory Tregs in subjects from Australia. No 
significant difference in the means of the groups was seen (mean of 73.0, 67.0 and 66.0 for 
the control group, patients with CD and patients with UC respectively). 
 
 
Figure 6.37: Effector memory Tregs in the PBMC of Australian subjects 
Frequency of effector/memory Tregs, expressed as a percentage of total Tregs in Australian 
subjects were compared between the three study groups. Each point represents a single 
subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Kruskal‐Wallis test with p values <0.05 considered significant. 
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The next figure shows the frequency of effector/memory Tconv in subjects from Australia. No 
significant difference in the means of the groups was seen (mean of 42.0, 43.0 and 37.0 for 
the control group, patients with CD and patients with UC respectively). 
 
 Figure 6.38: Effector memory Tconv in the PBMC of Australian subjects 
Frequency of effector/memory Tconv, expressed as a percentage of total Tconv in Australian 
subjects were compared between the three study groups. Each point represents a single 
subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Kruskal‐Wallis test with p values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of effector/memory Tregs in subjects from 
Malaysia. No significant difference in the means of the groups was seen (mean of 81, 76 and 
75 for the control group, patients with CD and patients with UC respectively). 
 
Figure 6.39: Effector memory Tregs in the PBMC of Malaysian subjects 
Frequency of effector/memory Tregs, expressed as a percentage of total Tregs in Malaysian 
subjects were compared between the three study groups. Each point represents a single 
subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Kruskal‐Wallis test with p values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of effector/memory Tconv in subjects from 
Malaysia. No significant difference in the means of the groups was seen (mean of 62, 59 and 
58 for the control group, patients with CD and patients with UC respectively). 
 
 Figure 6.40: Effector memory Tconv in the PBMC of Malaysian subjects 
Frequency of effector/memory Tconv, expressed as a percentage of total Tconv in Malaysian 
subjects were compared between the three study groups. Each point represents a single 
subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Data was analysed using a 
non‐parametric Kruskal‐Wallis test with p values <0.05 considered significant. 
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6.2 The influence of age on Treg frequency 
Previous studies have indicated that with age, the number of naive Tregs present within the 
peripheral circulation is reduced as well. It has been proposed that this is due to a decline in 
the output of naive Tregs due to a drop in thymic function as one ages (Valmori, Merlo et al. 
2005, Seddiki, Santner‐Nanan et al. 2006, Seddiki, Santner‐Nanan et al. 2006). Thus to test if 
this was present, the frequency of total Tregs as well as memory/effector Tregs were graphed 
as a function of age. 
 
In Figure 6.41 the frequency of total Tregs in control, CD and UC subjects were graphed as a 
function of age.  
  Figure 6.41: Influence of age on total PBMC Treg frequency (control subjects and IBD 
patients from both countries) 
The frequency of Tregs as a percentage of total CD4+ cells in patients with CD and UC as well 
as in the control group were graphed as a function of age. Linear regression analysis 
indicated no statistically significant differences between the slopes of the lines of best fit for 
patient versus control group in any of the comparisons. 
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In the following figure the frequency of effector/memory Tregs in control, CD and UC subjects 
were graphed as a function of age.  
 
  Figure 6.42: Influence of age on PBMC effector/memory Treg frequency (control subjects 
and IBD patients from both countries) 
The frequency of effector/memory Tregs in patients with CD and UC as well as in the control 
group were graphed as a function of age. Linear regression analysis indicated no statistically 
significant differences between the slopes of the lines of best fit for patient versus control 
group in any of the comparisons. 
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In the following figure the frequency of naive Tregs as a percentage of total Tregs in control, CD 
and UC subjects were graphed as a function of age.  
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 Figure 6.43: Influence of age on PBMC naive Treg frequency (control subjects and IBD 
patients from both countries) 
The frequency of naive Tregs in patients with CD and UC as well as in the control group were 
graphed as a function of age. Linear regression analysis indicated no statistically significant 
differences between the slopes of the lines of best fit for patient versus control group in any 
of the comparisons. 
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In the following figure the frequency of naive Tregs as a percentage of total CD4+ T cells in 
controls vs. subjects with IBD were graphed as a function of age.  
 
 Figure 6.44: Influence of age on PBMC naive Treg frequency (control subjects and IBD 
patients from both countries) 
The frequency of naive Tregs in patients with IBD as well as in the control group were 
graphed as a function of age. Linear regression analysis indicated no statistically significant 
differences between the slopes of the lines of best fit for patient versus control group in any 
of the comparisons. 
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In the next figure the frequency of total Tregs in Australian control, CD and UC subjects were 
graphed as a function of age.  
  Figure 6.45: Influence of age on total PBMC Treg frequency (Australian subjects) 
The frequency of total Tregs in Australian patients with CD and UC as well as in the control 
group were graphed as a function of age. Linear regression analysis indicated no statistically 
significant differences between the slopes of the lines of best fit for patient versus control 
group in any of the comparisons. 
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In the following figure the frequency of effector/memory Tregs in Australian control, CD and 
UC subjects were graphed as a function of age. There was a statistically significant 
difference for the slope of the line of best fit for control subjects as well as those with UC.  
  Figure 6.46: Influence of age on PBMC effector/memory Treg frequency (Australian 
subjects) 
The frequency of effector/memory Tregs in patients with CD and UC as well as in the control 
group were graphed as a function of age. Linear regression analysis indicated statistically 
significant difference for the slope of the line of best fit for control subjects as well as those 
with UC, but not for those with CD. 
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In the following figure the frequency of naive Tregs as a percentage of total CD4+ T cells in 
Australian control subjects and IBD patients were graphed as a function of age.  
 Figure 6.47: Influence of age on PBMC naive Treg frequency (Australian subjects) 
The frequency of naive Tregs in patients with IBD as well as in the control group were 
graphed as a function of age. Linear regression analysis indicated no statistically significant 
differences for the slope of the line of best fit. 
   
158 
 
In the following figure the frequency of naive Tregs in Australian control, CD and UC subjects 
were graphed as a function of age. There was a statistically significant difference for the 
slope of the line of best fit for control subjects.
 Figure 6.48: Influence of age on PBMC naive Treg frequency (Australian subjects) 
The frequency of naive Tregs in patients with CD and UC as well as in the control group were 
graphed as a function of age. Linear regression analysis indicated statistically significant 
difference for the slope of the line of best fit for only control subjects, but not for those with 
UC or CD. 
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In the next figure the frequency of total Tregs in Malaysian control, CD and UC subjects were 
graphed as a function of age. There was a statistically significant difference for the slope of 
line of best fit for UC patients.
  Figure 6.49: Influence of age on PBMC total Treg frequency (Malaysian subjects) 
The frequency of total Tregs in Malaysian patients with CD and UC as well as in the control 
group were graphed as a function of age. Linear regression analysis indicated a statistically 
significant difference for the slope of line of best fit for UC patients but not for control 
subjects or patients with CD. 
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In the following figure the frequency of effector/memory Tregs in Malaysian control, CD and 
UC subjects were graphed as a function of age. Statistical analysis showed a significant 
difference for the slopes of the lines of best fit for patients with CD.
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Figure 6.50: Influence of age on PBMC effector/memory Treg frequency (Malaysian 
subjects) 
The frequency of effector/memory Tregs in patients with CD and UC as well as in the control 
group were graphed as a function of age. Linear regression analysis indicated a statistically 
significant difference for the slopes of the lines of best fit for patients with CD, but not for 
those with UC or in control subjects. 
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In the following figure the frequency of naive Tregs as a percentage of total CD4+ T cells in 
Malaysian control subjects and IBD patients were graphed as a function of age.  
 Figure 6.51: Influence of age on PBMC naive Treg frequency (Malaysian subjects) 
The frequency of naive Tregs in patients with IBD as well as in the control group were 
graphed as a function of age. Linear regression analysis indicated no statistically significant 
differences for the slope of the line of best fit. 
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In the following figure the frequency of naive Tregs in Malaysian control, CD and UC subjects 
were graphed as a function of age.  
 Figure 6.52: Influence of age on PBMC naive Treg frequency (Malaysian subjects) 
The frequency of naive Tregs in patients with CD and UC as well as in the control group were 
graphed as a function of age. Linear regression analysis indicated a statistically significant 
difference for the slopes of the lines of best fit for patients with CD, but not for those with 
UC or in control subjects. 
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6.3 Relationship between clinical disease activity scores and Treg frequency 
To test if there was a relationship between clinical disease activity scores and the frequency 
of Tregs, the frequency of total Tregs as well as memory/effector Tregs were graphed as a 
function of either HBI for patients with CD and partial Mayo for those with UC. 
In this figure the frequency of total Tregs in Australian and Malaysian subjects with CD were 
graphed as a function of HBI. 
 
  Figure 6.53: Relationship between HBI and PBMC total Treg frequency (subjects with CD) 
The frequency of total Tregs in patients with CD were graphed as a function of HBI. Linear 
regression analysis indicated no statistically significant differences between the slopes of 
the lines of best fit for Australian vs Malaysian CD patients. 
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In the following figure the frequency of effector/memory Tregs in Australian and Malaysian 
subjects with CD were graphed as a function of HBI. 
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  Figure 6.54: Relationship between HBI and PBMC effector/memory Treg frequency 
(subjects with CD) 
The frequency of effector/memory Tregs in patients with CD were graphed as a function of 
HBI. Linear regression analysis indicated no statistically significant differences between the 
slopes of the lines of best fit for Australian vs Malaysian CD patients. 
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In this figure the frequency of total Tregs in Australian and Malaysian subjects with UC were 
graphed as a function of partial Mayo score. 
  Figure 6.55: Relationship between partial Mayo and PBMC total Treg frequency (subjects 
with UC) 
The frequency of total Tregs in patients with UC were graphed as a function of partial Mayo. 
Linear regression analysis indicated no statistically significant differences between the 
slopes of the lines of best fit for Australian vs Malaysian UC patients. 
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Figure 6.56 shows the frequency of effector/memory Tregs in Australian and Malaysian 
subjects with UC which were graphed as a function of partial Mayo score. 
 
  Figure 6.56: Relationship between partial Mayo score and PBMC effector/memory Treg 
frequency (subjects with UC) 
The frequency of effector/memory Tregs in patients with UC were graphed as a function of 
partial Mayo. Linear regression analysis indicated no statistically significant differences 
between the slopes of the lines of best fit for Australian vs Malaysian UC patients. 
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6.4 Relationship between disease activity status and Treg/Tconv frequency 
To test if there was a relationship between disease activity status (active vs inactive) and the 
frequency of Tregs and Tconv, the frequency of total Tregs, Tconv as well as the memory/effector 
and naive subpopulations of these groups were graphed. 
 
In this figure the frequency of total Tregs in Australian and Malaysian subjects with CD were 
compared according to disease activity status. No significant differences in means were 
noted between Australian patients with active vs. inactive CD, Malaysian patients with 
active vs. inactive CD, Australian vs. Malaysian patients with active CD, and Australian vs. 
Malaysian patients with inactive CD. The mean for each group was 6.4, 8.8, 6.8 and 6.7 for 
Australian patients with active CD, Australian patients with inactive CD, Malaysian patients 
with active CD and Malaysian patients with inactive CD respectively. 
 
Figure 6.57: Comparison of Tregs in the PBMC of subjects with active and inactive CD 
Frequency of Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ T cells in subjects with CD were 
compared between the two countries. Each point represents a single subject, and horizontal 
bars represent the mean of each group. Comparison between groups was done using a non‐
parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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In this figure the frequency of E/M Tregs in Australian and Malaysian subjects with CD were 
compared according to disease activity status. No significant differences in means were 
noted between Australian patients with active vs. inactive CD, Malaysian patients with 
active vs. inactive CD, Australian vs. Malaysian patients with active CD, and Australian vs. 
Malaysian patients with inactive CD. The mean for each group was 4.2, 5.9, 4.9 and 5.3 for 
Australian patients with active CD, Australian patients with inactive CD, Malaysian patients 
with active CD and Malaysian patients with inactive CD respectively. 
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 Figure 6.58: Comparison of effector/memory Tregs in the PBMC of subjects with active and 
inactive CD 
Frequency of effector/memory Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ T cells in 
subjects with CD were compared between the two countries. Each point represents a single 
subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Comparison between groups 
was done using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered 
significant. 
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In this figure the frequency of naive Tregs in Australian and Malaysian subjects with CD were 
compared according to disease activity status. A significant difference in means was seen 
between Australian and Malaysian patients with inactive disease. Otherwise no differences 
were noted between Australian patients with active vs. inactive CD, Malaysian patients with 
active vs. inactive CD and Australian vs. Malaysian patients with active CD. The mean for 
each group was 2.2, 3.0, 1.8 and 1.5 for Australian patients with active CD, Australian 
patients with inactive CD, Malaysian patients with active CD and Malaysian patients with 
inactive CD respectively. 
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Figure 6.59: Comparison of naive Tregs in the PBMC of subjects with active and inactive CD 
Frequency of naive Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ T cells in subjects with CD 
were compared between the two countries. Each point represents a single subject, and 
horizontal bars represent the mean of each group. Comparison between groups was done 
using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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In this figure the frequency of total Tconv in Australian and Malaysian subjects with CD were 
compared according to disease activity status. No significant differences in means were 
noted between Australian patients with active vs. inactive CD, Malaysian patients with 
active vs. inactive CD, Australian vs. Malaysian patients with active CD, and Australian vs. 
Malaysian patients with inactive CD. The mean for each group was 93.54, 91.16, 92.26 and 
93.27 for Australian patients with active CD, Australian patients with inactive CD, Malaysian 
patients with active CD and Malaysian patients with inactive CD respectively. 
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Figure 6.60: Comparison of Tconv in the PBMC of subjects with active and inactive CD 
Frequency of Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ T cells in subjects with CD were 
compared between the two countries. Each point represents a single subject, and horizontal 
bars represent the mean of each group. Comparison between groups was done using a non‐
parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
 
 
   
171 
 
In this figure the frequency of E/M Tconv in Australian and Malaysian subjects with CD were 
compared according to disease activity status. A significant difference in means was seen 
between Australian vs. Malaysian patients with inactive CD. Otherwise no significant 
differences in means were noted between Australian patients with active vs. inactive CD, 
Malaysian patients with active vs. inactive CD, and Australian vs. Malaysian patients with 
active CD. The mean for each group was 38.91, 39.72, 50.76 and 56.34 for Australian 
patients with active CD, Australian patients with inactive CD, Malaysian patients with active 
CD and Malaysian patients with inactive CD respectively. 
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 Figure 6.61: Comparison of effector/memory Tconv in the PBMC of subjects with active and 
inactive CD 
Frequency of effector/memory Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ T cells in 
subjects with CD were compared between the two countries. Each point represents a single 
subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Comparison between groups 
was done using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered 
significant. 
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In this figure the frequency of naive Tconv in Australian and Malaysian subjects with CD were 
compared according to disease activity status. A significant difference in means was seen 
between Australian vs. Malaysian patients with inactive CD. Otherwise no significant 
differences in means were noted between Australian patients with active vs. inactive CD, 
Malaysian patients with active vs. inactive CD, and Australian vs. Malaysian patients with 
active CD. The mean for each group was 54.63, 51.47, 42.20 and 36.91 for Australian 
patients with active CD, Australian patients with inactive CD, Malaysian patients with active 
CD and Malaysian patients with inactive CD respectively. 
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Figure 6.62: Comparison of naive Tconv in the PBMC of subjects with active and inactive CD 
Frequency of naive Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ T cells in subjects with CD 
were compared between the two countries. Each point represents a single subject, and 
horizontal bars represent the mean of each group. Comparison between groups was done 
using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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In this figure the frequency of total Tregs in Australian and Malaysian subjects with UC were 
compared according to disease activity status. No significant differences in means were 
noted between Australian patients with active vs. inactive UC, Malaysian patients with 
active vs. inactive UC, Australian vs. Malaysian patients with active UC, and Australian vs. 
Malaysian patients with inactive UC. The mean for each group was 6.54, 7.26, 8.98 and 5.80 
for Australian patients with active UC, Australian patients with inactive UC, Malaysian 
patients with active UC and Malaysian patients with inactive UC respectively. 
 Figure 6.63: Comparison of Tregs in the PBMC of subjects with active and inactive UC 
Frequency of Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ T cells in subjects with UC were 
compared between the two countries. Each point represents a single subject, and horizontal 
bars represent the mean of each group. Comparison between groups was done using a non‐
parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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In this figure the frequency of E/M Tregs in Australian and Malaysian subjects with UC were 
compared according to disease activity status. No significant differences in means were 
noted between Australian patients with active vs. inactive UC, Malaysian patients with 
active vs. inactive UC, Australian vs. Malaysian patients with active UC, and Australian vs. 
Malaysian patients with inactive UC. The mean for each group was 4.39, 4.64, 6.84 and 4.32 
for Australian patients with active UC, Australian patients with inactive UC, Malaysian 
patients with active UC and Malaysian patients with inactive UC respectively. 
 Figure 6.64: Comparison of effector/memory Tregs in the PBMC of subjects with active and 
inactive UC 
Frequency of effector/memory Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ T cells in 
subjects with UC were compared between the two countries. Each point represents a single 
subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Comparison between groups 
was done using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered 
significant. 
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In this figure the frequency of naive Tregs in Australian and Malaysian subjects with UC were 
compared according to disease activity status. No significant differences in means were 
noted between Australian patients with active vs. inactive UC, Malaysian patients with 
active vs. inactive UC, Australian vs. Malaysian patients with active UC, and Australian vs. 
Malaysian patients with inactive UC. The mean for each group was 2.15, 2.63, 2.14 and 1.48 
for Australian patients with active UC, Australian patients with inactive UC, Malaysian 
patients with active UC and Malaysian patients with inactive UC respectively. 
 
Figure 6.65: Comparison of naive Tregs in the PBMC of subjects with active and inactive UC 
Frequency of naive Tregs, expressed as a percentage of total CD4+ T cells in subjects with UC 
were compared between the two countries. Each point represents a single subject, and 
horizontal bars represent the mean of each group. Comparison between groups was done 
using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
 
   
176 
 
In this figure the frequency of total Tconv in Australian and Malaysian subjects with UC were 
compared according to disease activity status. No significant differences in means were 
noted between Australian patients with active vs. inactive UC, Malaysian patients with 
active vs. inactive UC, Australian vs. Malaysian patients with active UC, and Australian vs. 
Malaysian patients with inactive UC. The mean for each group was 93.38, 92.76, 90.90 and 
94.11 for Australian patients with active UC, Australian patients with inactive UC, Malaysian 
patients with active UC and Malaysian patients with inactive UC respectively. 
 Figure 6.66: Comparison of Tconv in the PBMC of subjects with active and inactive UC 
Frequency of Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ T cells in subjects with UC were 
compared between the two countries. Each point represents a single subject, and horizontal 
bars represent the mean of each group. Comparison between groups was done using a non‐
parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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In this figure the frequency of E/M Tconv in Australian and Malaysian subjects with UC were 
compared according to disease activity status. A significant difference in means was seen 
between Australian vs. Malaysian patients with inactive UC. Otherwise no significant 
differences in means were noted between Australian patients with active vs. inactive UC, 
Malaysian patients with active vs. inactive UC, and Australian vs. Malaysian patients with 
active UC. The mean for each group was 29.62, 37.19, 48.72 and 55.66 for Australian 
patients with active UC, Australian patients with inactive UC, Malaysian patients with active 
UC and Malaysian patients with inactive UC respectively. 
 Figure 6.67: Comparison of effector/memory Tconv in the PBMC of subjects with active and 
inactive UC 
Frequency of effector/memory Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ T cells in 
subjects with UC were compared between the two countries. Each point represents a single 
subject, and horizontal bars represent the mean of each group. Comparison between groups 
was done using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered 
significant. 
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In this figure the frequency of naive Tconv in Australian and Malaysian subjects with UC were 
compared according to disease activity status. A significant difference in means was seen 
between Australian vs. Malaysian patients with inactive UC. Otherwise no significant 
differences in means were noted between Australian patients with active vs. inactive UC, 
Malaysian patients with active vs. inactive UC, and Australian vs. Malaysian patients with 
active UC. The mean for each group was 63.76, 55.63, 42.18 and 38.44 for Australian 
patients with active UC, Australian patients with inactive UC, Malaysian patients with active 
UC and Malaysian patients with inactive UC respectively. 
 
Figure 6.68: Comparison of naive Tconv in the PBMC of subjects with active and inactive UC 
Frequency of naive Tconv, expressed as a percentage of total CD4+ T cells in subjects with UC 
were compared between the two countries. Each point represents a single subject, and 
horizontal bars represent the mean of each group. Comparison between groups was done 
using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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6.5 Homing receptor expression by human Tregs and Tconv in subjects with IBD vs. controls 
 
Another aim of this study is to explore the expression profile of homing receptors and 
integrins that are present in the Tregs (and Tconv) of patients with IBD as well as control 
subjects from both countries. Mononuclear cells from the peripheral blood of study subjects 
were stained using various combinations of monoclonal antibodies to selected chemokine 
receptors and integrins, then subjected to multi‐colour flow cytometry as mentioned earlier 
in Figure 5.10. As T cell migration to non‐lymphoid tissues depends on post‐thymic 
differentiation in response to the presence of antigen, the expression of chemokine 
receptors and integrins were examined in CD45RO+ effector/memory CD4+ Tregs, CD45RO‐ 
naive CD4+ Tregs, CD45RO+ effector/memory CD4+ Tconv as well as CD45RO‐ naive CD4+ Tconv 
using the gating strategies shown earlier. The chemokine receptors and integrins examined 
were CXCR3, Β7, CCR4 and CCR6.  
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Representative dot plots showing expression of these receptors on effector/memory Tregs 
can be seen in Figure 6.69. Overall, it can be seen that CCR4 and CCR6 are expressed at 
relatively high proportions as compared to the other CR/Is. 
  Figure 6.69: Expression of homing receptors by PBMC effector/memory Tregs (control 
subjects and IBD patients from both countries) 
Expression of homing receptors by CD45RO+ CD127loFOXP3+ CD4+ cells in PBMC of study 
subjects, expressed as a percentage of total Treg cells. Each point represents one patient and 
horizontal bars represent group means. 
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Representative dot plots showing expression of these receptors on naive Tregs can be seen in 
Figure 6.73. 
 
 Figure 6.70: Expression of homing receptors by PBMC naive Tregs (control subjects and IBD 
patients from both countries) 
Expression of homing receptors by CD45RO‐ CD127loFOXP3+ CD4+ cells in PBMC of study 
subjects, expressed as a percentage of total Treg cells. Each point represents one patient and 
horizontal bars represent group means. 
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Representative dot plots showing expression of these receptors on effector/memory Tconv 
can be seen in Figure 6.71. 
 Figure 6.71: Expression of homing receptors by PBMC effector/memory Tconv (control 
subjects and IBD patients from both countries) 
Expression of homing receptors by CD45RO+ Tconv cells in PBMC of study subjects, expressed 
as a percentage of total Tconv cells. Each point represents one patient and horizontal bars 
represent group means. 
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Representative dot plots showing expression of these receptors on naive Tconv can be seen in 
Figure 6.75. 
 Figure 6.72: Expression of homing receptors by PBMC naive Tconv (control subjects and IBD 
patients from both countries) 
Expression of homing receptors by CD45RO‐ Tconv cells in PBMC of study subjects, expressed 
as a percentage of total Tconv cells. Each point represents one patient and horizontal bars 
represent group means. 
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Figure 6.73 shows the frequency of the homing receptor CXCR3 expressed by 
effector/memory Tregs in control subjects as well as CD and UC patients from Australia and 
Malaysia. No significant differences in the proportions of CXCR3‐expressing CD45RO+ Tregs 
were noted when samples were compared between controls, CD and UC patients from both 
countries. Similarly, when Australian and Malaysian controls were compared to CD and UC 
patients from the same country, no significant differences were seen. Lastly, no significant 
differences were noted in the proportions of CXCR3‐expressing CD45RO+ Tregs between CD 
and UC patients within the same country. 
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Figure 6.73: Expression of CXCR3 by PBMC effector/memory Tregs in control subjects and 
patients with IBD according to country 
Expression of CXCR3 by CD45RO+ CD127loFOXP3+ CD4+ cells in PBMC of study subjects, 
expressed as a percentage of total Treg cells. Each point represents one subject and 
horizontal bars represent group means. Data pairs were analysed using a non‐parametric 
Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
 
Figure 6.74 shows the frequency of the homing receptor CXCR3 expressed by naive Tregs in 
control subjects as well as CD and UC patients from Australia and Malaysia. No significant 
185 
 
differences in the proportions of CXCR3‐expressing CD45RO‐ Tregs were noted when samples 
were compared between controls, CD and UC patients from both countries. Similarly when 
Australian and Malaysian controls were compared to CD and UC patients from the same 
country, no significant differences were seen. Lastly, no significant differences were noted in 
the proportions of CXCR3‐expressing CD45RO‐ Tregs between CD and UC patients within the 
same country. 
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 Figure 6.74: Expression of CXCR3 by PBMC naive Tregs in control subjects and patients with 
IBD according to country 
Expression of CXCR3 by CD45RO‐ CD127loFOXP3+ CD4+ cells in PBMC of study subjects, 
expressed as a percentage of total Treg cells. Each point represents one subject and 
horizontal bars represent group means. Data pairs were analysed using a non‐parametric 
Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.75 shows the frequency of the homing receptor CXCR3 expressed by 
effector/memory Tconv in control subjects as well as CD and UC patients from Australia and 
Malaysia. A significant difference in the proportion of CXCR3‐expressing CD45RO+ Tconv were 
noted when samples were compared between Australian and Malaysian controls as well as 
Australian and Malaysian patients with UC. 
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 Figure 6.75: Expression of CXCR3 by PBMC effector/memory Tconv in control subjects and 
patients with IBD according to country 
Expression of CXCR3 by CD45RO+ Tconv CD4+ cells in PBMC of study subjects, expressed as a 
percentage of total Tconv cells. Each point represents one subject and horizontal bars 
represent group means. Data pairs were analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney 
test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.76 shows the frequency of the homing receptor CXCR3 expressed by naive Tconv in 
control subjects as well as CD and UC patients from Australia and Malaysia. No significant 
differences in the proportions of CXCR3‐expressing CD45RO‐ Tconv were noted when samples 
were compared between controls, CD and UC patients from both countries. Similarly, when 
Australian and Malaysian controls were compared to CD and UC patients from the same 
country, no significant differences were seen. Lastly, no significant differences were noted in 
the proportions of CXCR3‐expressing CD45RO‐ Tconv between CD and UC patients within the 
same country. 
 Figure 6.76: Expression of CXCR3 by PBMC naive Tconv in control subjects and patients with 
IBD according to country 
Expression of CXCR3 by CD45RO‐ Tconv CD4+ cells in PBMC of study subjects, expressed as a 
percentage of total Tconv cells. Each point represents one subject and horizontal bars 
represent group means. Data pairs were analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney 
test with p values <0.05 considered significant. 
Figure 6.77 shows the frequency of the homing receptor β7 expressed by effector/memory 
Tregs in control subjects as well as CD and UC patients from Australia and Malaysia. No 
significant differences in the proportions of β7 ‐expressing CD45RO+ Tregs were noted when 
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samples were compared between controls, CD and UC patients from both countries. 
Similarly, when Australian and Malaysian controls were compared to CD and UC patients 
from the same country, no significant differences were seen. However, a significant 
difference was noted in the proportions of β7 ‐expressing CD45RO+ Tregs between Malaysian 
CD and UC patients. This was not seen when the proportions of β7‐expressing CD45RO+ Tregs 
in the Australian cohort was reviewed. 
 Figure 6.77: Expression of β7 by PBMC effector/memory Tregs in control subjects and 
patients with IBD according to country 
Expression of β7 by CD45RO+ CD127loFOXP3+ CD4+ cells in PBMC of study subjects, 
expressed as a percentage of total Treg cells. Each point represents one patient and 
horizontal bars represent group means. Data pairs were analysed using a non‐parametric 
Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.78 shows the frequency of the homing receptor β7 expressed by naive Tregs in 
control subjects as well as CD and UC patients from Australia and Malaysia. A significant 
difference in means was seen between Australian and Malaysian patients with CD as well as 
those that had UC. 
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 Figure 6.78: Expression of β7 by PBMC naive Tregs in control subjects and patients with IBD 
according to country 
Expression of β7 by CD45RO‐ CD127loFOXP3+ CD4+ cells in PBMC of study subjects, 
expressed as a percentage of total Treg cells. Each point represents one patient and 
horizontal bars represent group means. Data pairs were analysed using a non‐parametric 
Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.79 shows the frequency of the homing receptor β7 expressed by effector/memory 
Tconv in control subjects as well as CD and UC patients from Australia and Malaysia. 
Significant differences in means were noted between Australian and Malaysian control 
subjects, those with CD as well as those with UC. There were also significant difference in 
means between Malaysian control and CD patients, plus Malaysian controls and UC 
patients. 
 Figure 6.79: Expression of β7 by PBMC effector/memory Tconv in control subjects and 
patients with IBD according to country 
Expression of β7 by CD45RO+ Tconv cells in PBMC of study subjects, expressed as a 
percentage of total Tconv cells. Each point represents one patient and horizontal bars 
represent group means. Data pairs were analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney 
test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.80 shows the frequency of the homing receptor β7 expressed by naive Tconv in 
control subjects as well as CD and UC patients from Australia and Malaysia. A significant 
difference in means was noted between Australian and Malaysian patients with CD as well 
as those with UC. 
 Figure 6.80: Expression of β7 by PBMC naive Tconv in control subjects and patients with IBD 
according to country 
Expression of β7 by CD45RO‐ Tconv cells in PBMC of study subjects, expressed as a 
percentage of total Tconv cells. Each point represents one patient and horizontal bars 
represent group means. Data pairs were analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney 
test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.81 shows the frequency of the homing receptor CCR4 expressed by 
effector/memory Tregs in control subjects as well as CD and UC patients from Australia and 
Malaysia. No significant differences in the proportions of CCR4‐expressing CD45RO+ Tregs 
were noted when samples were compared between controls, CD and UC patients in both 
countries respectively. No significant difference was seen when controls and patients were 
compared between countries, controls vs. patients within the same country as well as CD vs. 
UC patients from the same country. 
 Figure 6.81: Expression of CCR4 by PBMC effector/memory Tregs in control subjects and 
patients with IBD according to country 
Expression of CCR4 by CD45RO+ CD127loFOXP3+ CD4+ cells in PBMC of study subjects, 
expressed as a percentage of total Treg cells. Each point represents one patient and 
horizontal bars represent group means. Data pairs were analysed using a non‐parametric 
Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.82 shows the frequency of the homing receptor CCR4 expressed by naive Tregs in 
control subjects as well as CD and UC patients from Australia and Malaysia. A significant 
difference in means was seen between Malaysian control subjects and Malaysian patients 
with CD. 
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 Figure 6.82: Expression of CCR4 by PBMC naive Tregs in control subjects and patients with 
IBD according to country 
Expression of CCR4 by CD45RO‐ CD127loFOXP3+ CD4+ cells in PBMC of study subjects, 
expressed as a percentage of total Treg cells. Each point represents one patient and 
horizontal bars represent group means. Data pairs were analysed using a non‐parametric 
Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.83 shows the frequency of the homing receptor CCR4 expressed by 
effector/memory Tconv in control subjects as well as CD and UC patients from Australia and 
Malaysia. No significant differences in the proportions of CCR4‐expressing CD45RO+ Tconv 
were noted when samples were compared between controls, CD and UC patients in both 
countries respectively. No significant difference was seen when controls and patients were 
compared between countries, controls vs. patients within the same country as well as CD vs. 
UC patients from the same country. 
 
 Figure 6.83: Expression of CCR4 by PBMC effector/memory Tconv in control subjects and 
patients with IBD according to country 
Expression of CCR4 by CD45RO+ Tconv cells in PBMC of study subjects, expressed as a 
percentage of total Tconv cells. Each point represents one patient and horizontal bars 
represent group means. Data pairs were analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney 
test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.84 shows the frequency of the homing receptor CCR4 expressed by naive Tconv in 
control subjects as well as CD and UC patients from Australia and Malaysia. No significant 
differences in the proportions of CCR4‐expressing CD45RO‐ Tconv were noted when samples 
were compared between controls, CD and UC patients in both countries respectively. No 
significant difference was seen when controls and patients were compared between 
countries, controls vs. patients within the same country as well as CD vs. UC patients from 
the same country. 
 Figure 6.84: Expression of CCR4 by PBMC naive Tconv in control subjects and patients with 
IBD according to country 
Expression of CCR4 by CD45RO‐ Tconv cells in PBMC of study subjects, expressed as a 
percentage of total Tconv cells. Each point represents one patient and horizontal bars 
represent group means. Data pairs were analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney 
test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.85 shows the frequency of the homing receptor CCR6 expressed by 
effector/memory Tregs in control subjects as well as CD and UC patients from Australia and 
Malaysia. No significant differences were seen between control subjects, UC and CD 
patients from both countries respectively. A significant difference in the proportions of 
CCR6‐expressing CD45RO+ Tregs were noted when samples were compared between the 
Australian control subjects with Australian UC patients. No significant differences were seen 
for Australian CD vs. control subjects as well as Malaysian controls as compared to CD and 
UC patients from within the same country. Lastly, no significant differences were noted in 
the proportions of CCR6‐expressing CD45RO+ Tregs between CD and UC patients within the 
same country. 
 Figure 6.85: Expression of CCR6 by PBMC effector/memory Tregs in control subjects and 
patients with IBD according to country 
Expression of CCR6 by CD45RO+ CD127loFOXP3+ CD4+ cells in PBMC of study subjects, 
expressed as a percentage of total Treg cells. Each point represents one sample and 
horizontal bars represent group means. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐
Whitney test with p values <0.05 considered significant.   
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Figure 6.86 shows the frequency of the homing receptor CCR6 expressed by naive Tregs in 
control subjects as well as CD and UC patients from Australia and Malaysia. No significant 
differences were seen between control subjects, UC and CD patients from both countries 
respectively. A significant difference in the proportions of CCR6‐expressing CD45RO‐ Tregs 
were noted when samples were compared between the Australian control subjects with 
Australian UC patients. No significant differences were seen for Australian CD vs. control 
subjects as well as Malaysian controls as compared to CD and UC patients from within the 
same country. Lastly, no significant differences were noted in the proportions of CCR6‐
expressing CD45RO‐ Tregs between CD and UC patients within the same country. 
 Figure 6.86: Expression of CCR6 by PBMC naive Tregs in control subjects and patients with 
IBD according to country 
Expression of CCR6 by CD45RO‐ CD127loFOXP3+ CD4+ cells in PBMC of study subjects, 
expressed as a percentage of total Treg cells. Each point represents one sample and 
horizontal bars represent group means. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐
Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.87 shows the frequency of the homing receptor CCR6 expressed by 
effector/memory Tconv in control subjects as well as CD and UC patients from Australia and 
Malaysia. No significant differences were seen between control subjects, UC and CD 
patients from both countries respectively. A significant difference in the proportions of 
CCR6‐expressing CD45RO+ Tconv were noted when samples were compared between the 
Australian control subjects with Australian UC patients. No significant differences were seen 
for Australian CD vs. control subjects as well as Malaysian controls as compared to CD and 
UC patients from within the same country. Lastly, no significant differences were noted in 
the proportions of CCR6‐expressing CD45RO+ Tconv between CD and UC patients within the 
same country. 
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 Figure 6.87: Expression of CCR6 by PBMC effector/memory Tconv in control subjects and 
patients with IBD according to country 
Expression of CCR6 by CD45RO+ Tconv cells in PBMC of study subjects, expressed as a 
percentage of total Tconv cells. Each point represents one sample and horizontal bars 
represent group means. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney test with 
p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.88 shows the frequency of the homing receptor CCR6 expressed by naive Tconv in 
control subjects as well as CD and UC patients from Australia and Malaysia. No significant 
differences were seen between control subjects, UC and CD patients from both countries 
respectively. A significant difference in the proportions of CCR6‐expressing CD45RO‐ Tconv 
were noted when samples were compared between the Australian control subjects with 
Australian UC patients. No significant differences were seen for Australian CD vs. control 
subjects as well as Malaysian controls as compared to CD and UC patients from within the 
same country. Lastly, no significant differences were noted in the proportions of CCR6‐
expressing CD45RO‐ Tconv between CD and UC patients within the same country. 
 Figure 6.88: Expression of CCR6 by PBMC naive Tconv in control subjects and patients with 
IBD according to country 
Expression of CCR6 by CD45RO‐ Tconv cells in PBMC of study subjects, expressed as a 
percentage of total Tconv cells. Each point represents one sample and horizontal bars 
represent group means. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney test with 
p values <0.05 considered significant. 
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6.6 Comparison of chemokine receptor/integrin expression by Tregs and Tconv 
 
As mentioned in Table 1.3, the CR/Is chosen in this study are related to migration of 
activated T cells to inflamed tissue. CXCR3 is associated with migration to sites with Th1‐
mediated inflammation, β7 is gut‐specific inflammation, CCR4 is associated with cell 
migration to skin and inflamed tissues in general whilst CCR6 is associated with sites of 
Th17‐mediated inflammation. 
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The following figure shows the association between the different CR/Is in effector/memory 
Tregs of Australian and Malaysian patients with CD, expressed as % of Tregs. There were 
significant associations between CXCR3+ and CCR4+, CXCR3+ and CCR6+, as well as CCR4+ 
and CCR6+ effector/memory Tregs for CD patients from Australia. 
Figure 6.89: Association of CR/I expression in PBMC effector/memory Tregs amongst 
patients with CD 
Paired combinations of CR/I expressed in effector/memory Tregs of patients with CD from 
both countries were plotted on a graph. For each dot representing a single patient, the X‐
axis value represents % of effector/memory Tregs expressing the CR/I of interest whilst the Y‐
axis value represents the other CR/I of interest for that particular combination. Linear 
regression analysis was used to plot the line‐of‐best‐fit. 
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The following figure shows the association between the different CR/Is in effector/memory 
Tconv of Australian and Malaysian patients with CD. There were significant associations 
between CXCR3+ and CCR4+, CXCR3+ and CCR6+, β7+ and CCR6+ as well as CCR4+ and 
CCR6+ effector/memory Tconv for Australian CD patients. For Malaysian CD patients, the only 
significant association was between CXCR3+ and CCR6+ effector/memory Tconv. 
Figure 6.90: Association of CR/I expression in PBMC effector/memory Tconv amongst 
patients with CD 
Paired combinations of CR/I expressed in effector/memory Tconv of patients with CD from 
both countries were plotted on a graph. For each dot representing a single patient, the X‐
axis value represents % of effector/memory Tconv expressing the CR/I of interest whilst the Y‐
axis value represents the other CR/I of interest for that particular combination. Linear 
regression analysis was used to plot the line‐of‐best‐fit. 
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The following figure shows the association between the different CR/Is in effector/memory 
Tregs of Australian and Malaysian patients with UC. As can be seen, there was a significant 
association between CXCR3+ and CCR6+ in effector/memory Tregs of UC patients from both 
countries. 
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Figure 6.91: Association of CR/I expression in PBMC effector/memory Tregs amongst 
patients with UC 
Paired combinations of CR/I expressed in effector/memory Tregs of patients with UC from 
both countries were plotted on a graph. For each dot representing a single patient, the X‐
axis value represents % of effector/memory Tregs expressing the CR/I of interest whilst the Y‐
axis value represents the other CR/I of interest for that particular combination. Linear 
regression analysis was used to plot the line‐of‐best‐fit. 
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The following figure shows the association between the different CR/Is in effector/memory 
Tconv of Australian and Malaysian patients with UC. Here it can be seen that there was a 
significant association between CCR4+ and CCR6+ in effector/memory Tregs of UC patients 
from both countries. 
Figure 6.92: Association of CR/I expression in PBMC effector/memory Tconv amongst 
patients with UC 
Paired combinations of CR/I expressed in effector/memory Tconv of patients with UC from 
both countries were plotted on a graph. For each dot representing a single patient, the X‐
axis value represents % of effector/memory Tconv expressing the CR/I of interest whilst the Y‐
axis value represents the other CR/I of interest for that particular combination. Linear 
regression analysis was used to plot the line‐of‐best‐fit. 
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6.7 Frequencies of Tregs and Tconv co‐expressing CR/I in PBMCs of Australian and Malaysian 
patients with IBD 
The following figure shows frequencies of Tregs that co‐expressed various CR/I combinations 
in the PBMC of patients with CD.  
 Figure 6.93: Frequency of PBMC Tregs co‐expressing various CR/I combinations in patients 
with CD 
The frequencies of Tregs that co‐expressed CR/I combinations are stated as % of total Tregs for 
each patient. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values 
<0.05 considered significant. 
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The following figure shows frequencies of Tconv that co‐expressed various CR/I combinations 
in the PBMC of patients with CD.  
 Figure 6.94: Frequency of PBMC Tregs co‐expressing various CR/I combinations in patients 
with CD 
The frequencies of Tconv that co‐expressed CR/I combinations are stated as % of total Tconv 
for each patient. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p 
values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows frequencies of Tregs that co‐expressed various CR/I combinations 
in the PBMC of patients with UC.  
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 Figure 6.95: Frequency of PBMC Tregs co‐expressing various CR/I combinations in patients 
with UC 
The frequencies of Tregs that co‐expressed CR/I combinations are stated as % of total Tregs for 
each patient. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p values 
<0.05 considered significant. 
   
208 
 
The following figure shows frequencies of Tregs that co‐expressed various CR/I combinations 
in the PBMC of patients with UC. There were significant differences in means for the 
percentage of CXCR3+Beta7+, Beta7+CCR6+ and CCR4+CCR6+ Tregs of UC patients from both 
countries. 
 Figure 6.96: Frequency of PBMC Tregs co‐expressing various CR/I combinations in patients 
with UC 
The frequencies of Tconv that co‐expressed CR/I combinations are stated as % of total Tconv 
for each patient. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney test with p 
values <0.05 considered significant. 
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6.8 Evaluation of mucosal Treg frequencies 
 
The following figure describes the relationship between frequencies of Tregs present in 
PBMCs vs. mucosa in control subjects as well as patients with IBD from both countries. 
There was no statistically significant difference in the frequencies of Tregs present in PBMCs 
and mucosa.  
PBM
C
Mu
cos
a
PBM
C
Mu
cos
a
 Figure 6.97: PBMC vs. mucosal Treg frequencies amongst study subjects 
The frequencies of Tregs as a percentage of CD4+ cells are shown for PBMCs and mucosal 
samples from (A) control subjects, (B) patients with Crohn’s disease and (C) patients with 
ulcerative colitis. Lines represent paired samples. Statistical analysis was performed using 
the non‐parametric Wilcoxon matched‐pairs signed rank test to compare differences 
between sites. 
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The following figure shows the association between % of CD4+ T cells vs. age in the mucosa 
of control subjects and patients with IBD. 
 Figure 6.98: Mucosal CD4+ frequencies amongst controls and subjects with IBD 
The frequencies of CD4+ cells are shown for mucosal samples from control subjects and 
those with IBD. Linear regression analysis was used to plot the line‐of‐best‐fit. 
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Figure 6.99 shows the frequencies of Tregs and Tconv as a % of total CD4+ T cells in the mucosa 
of control subjects and patients with IBD. The mean % of Tregs was 0.74 and 1.65 for controls 
and IBD patients, whilst for Tconv this was 8.70 and 7.31 for controls and IBD patients. 
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 Figure 6.99: Frequencies of Tregs and Tconv as a % of total CD4+ T cells in the mucosa of 
control subjects and patients with IBD  
Figure 6.99A shows the frequencies of Tregs, whilst Figure 6.99B shows the frequencies of 
Tconv as a % of total CD4+ T cells in the mucosa of control subjects and patients with IBD. 
Each dot represents one subject. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐Whitney 
test with p values <0.05 considered significant. 
Figure 6.100 shows the relation of age to the frequencies of effector/memory and naive Tregs 
as well as Tconv in the mucosa of control subjects and patients with IBD. 
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 Figure 6.100: The effect of age on the frequencies of effector/memory and naive Tregs as 
well as Tconv in the mucosa of control subjects and patients with IBD 
Figure 6.100A shows the frequencies of E/M Tregs, Figure 6.100B shows the frequencies of 
naive Tregs, Figure 6.100C shows the frequencies of E/M Tconv whilst Figure 6.100D shows the 
frequencies of naive Tconv present in the mucosa of control subjects as well as those with IBD 
in relation to the subject’s age. Linear regression analysis was used to plot the line‐of‐best‐
fit. 
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The following figures shows the frequency of CD4+ T cells present in the mucosa of control 
subjects as well as patients with IBD. No significant difference in means was seen when 
controls were compared to patients with active IBD, in controls vs. inactive IBD and in active 
vs. inactive IBD comparisons. The mean frequency of CD4+ T cells for control subjects was 
9.53, for patients with active disease this was 8.00 whilst it was 10.11 for patients with 
inactive disease. 
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 Figure 6.101: Frequency of CD4+ T cells in mucosa of control subjects as well as patients 
with IBD 
The frequencies of CD4+ mucosal T cells are shown for control subjects and patients with 
IBD. Each dot represents one subject. Data was analysed using a non‐parametric Mann‐
Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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The following figure shows the frequency of Tregs and Tconv as a % of CD4+ T cells. For Tregs, 
mean frequency was 0.74, 1.29 and 2.01 for controls, patients with active disease as well as 
those with inactive disease. For the Tconv group mean frequency was 8.70, 6.60 and 8.01 for 
controls, patients with active disease as well as those with inactive disease.  
 Figure 6.102: Frequency of mucosal Tregs and Tconv in mucosa of control subjects as well as 
patients with IBD expressed as % of CD4+ T cells  
Figure 6.102A shows the frequencies of mucosal Tregs, whilst Figure 6.102B shows the 
frequencies of Tconv as a % of total CD4+ T cells in the mucosa of control subjects and 
patients with IBD. Each dot represents one subject. Data pairs were analysed using a non‐
parametric Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Figure 6.103 shows effector/memory and naive Tregs as well as Tconv frequencies expressed 
as % of Tregs and Tconv accordingly. It can be seen that there is a significant difference in 
effector/memory as well as naive Treg frequencies between patients with inactive IBD and 
controls. 
 Figure 6.103: Mucosal effector/memory and naive Treg as well as Tconv frequencies 
expressed as % of Tregs or Tconv 
Figure 6.103A shows the frequencies of E/M Tregs, Figure 6.103B shows the frequencies of 
naive Tregs, Figure 6.103C shows the frequencies of E/M Tconv whilst Figure 6.103D shows the 
frequencies of naive Tconv present in the mucosa of control subjects as well as those with 
IBD. Each dot represents one subject. Data pairs were analysed using a non‐parametric 
Mann‐Whitney test with p values <0.05 considered significant. 
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Chapter 7: Discussion 
 
One of the aims of this study was to obtain clinical information regarding patients with IBD 
from Australia and Malaysia. Although relatively few patients were recruited (41 from 
Australia and 44 from Malaysia), it was hoped that a comparison of the clinical data from 
patients with IBD in the two countries would give some insights into differences that might 
then be useful in determining future treatment and management strategies.  
 
7.1 Comparison of demographic information 
 
For IBD patients recruited from CRGH, 29 had been previously diagnosed as having CD whilst 
12 had UC. There was not much difference in age for the CRGH IBD cases, and the patients 
were relatively young, with both the CD and UC CRGH cohort having a mean age of around 
40 years old.  
 
The incidence of CD in Western populations has been described to have a bi‐modal 
distribution, with one peak occurring in the 20‐30 year old age group and another peak 
occurring in the 60‐70 year old age group (Loftus 2004). In this study, the age of subjects 
with CD when diagnosed with IBD is shown in Figure 4.2A, where two peaks are clearly seen. 
The first peak occurs around 20‐30 years of age, whilst the second peak occurs from 
approximately 40‐50 years of age. Overall it can be seen that most of the CD patients are of 
a younger age group, with not many aged 60 and above. This might be due to the 
population that CRGH serves which might have a neighbourhood that is occupied by a 
younger group of people. Alternatively, a larger sample population may be needed to show 
an increased prevalence of CD in the younger as well as older age groups. 
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Similar to CD, the incidence of UC too has been mentioned to have a bi‐modal distribution in 
the Western population, with one peak occurring in the 15‐30 year old age group and 
another in the 50‐70 year old age group. Figure 4.2B also shows this trend. Overall however, 
the majority of CRGH UC patients are of a younger age. The reasons for this may be similar 
to what those discussed above for the CRGH CD patients. All these results, should be 
cautiously interpreted given the small number of patients to begin with. 
 
The control subjects from CRGH were of a much older age group, likely due to the fact that 
they had undergone colonoscopic examination for investigation of suspected 
gastrointestinal (GI) disease, and were subsequently found to be normal. Thus a large 
number of these subjects may have had the endoscopic examination done as part of an 
investigation for functional GI disorders or as part of colorectal cancer surveillance routine 
due to a change in bowel habit or a positive family history for such malignancies. 
 
Males were over‐represented in both the CD and UC cohorts. In developed countries, 
studies have consistently shown that there are slightly more females than males being 
diagnosed with CD, whilst ratios for the diagnosis of UC tend to be similar for both sexes 
(Loftus 2004). It is not clear why these trends were not seen in the CRGH IBD cohort, 
although a number of reasons may be postulated; it may be possible that female patients 
with IBD tend to seek a female gastroenterologist for further management of their disease, 
while the CRGH consultant gastroenterologist who manages IBD is a male. 
 
As for racial breakdown, slightly more Caucasians than Asians were recruited during 
attendance at the CRGH IBD clinic. This may reflect the population of the surrounding 
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neighbourhood served by CRGH. Interestingly though, there were more Asian patients than 
Caucasians in the control group. It is possible that treatment‐seeking behaviour is different 
between the two races, thus skewing the control group towards having more Asian than 
Caucasian subjects. 
 
For the IBD patients recruited from UMMC, 20 had been previously diagnosed as having CD 
whilst 24 had UC. As mentioned earlier, Malaysia as a developing country would be 
expected to have a near‐similar or even slightly higher incidence of UC compared with CD. It 
is expected that as the country becomes more developed, the rise in CD incidence will 
outpace that of UC, as has been shown in many Asian studies on the epidemiology of IBD. 
 
The CD patients from UMMC were of a much younger age group as compared to those with 
UC. Again this might be attributed to the fact that CD is considered as having a relatively 
shorter history than UC in developing countries, thus explaining the fact that there is a 
larger proportion of older patients with UC than CD. Once again, as the country becomes 
more developed, an increase in the number of CD patients may then cause the mean age of 
CD patients to approximate that of UC patients. An interesting point to note is that Asian 
IBD studies have not reported a clear bi‐modal distribution of age at IBD diagnosis (Park, 
Kim et al. 2014). However, Figure 4.2A indicates a bi‐modal trend in age at diagnosis for the 
UMMC CD patients. Figure 4.2B also shows that for the UMMC UC patients there is a rise in 
the number of subjects aged 20‐30 years and again between the ages of 50‐70. This 
distribution follows a more Western pattern as mentioned earlier. Nevertheless, these 
conclusions can remain only speculative, due to the small sample size. 
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The control subjects from UMMC were of a much older age than those with IBD. As 
discussed for the Australian subjects, control subjects were those who underwent 
colonoscopy for investigation of suspected GI disorders but proved negative for any 
abnormality. The reasons for the older age are likely similar to those that may apply to the 
Australian control subjects: the Malaysian subjects may have had colonoscopy done as part 
of a functional GI disorder screen or as part of colorectal carcinoma surveillance due to the 
presence of risk factors such as advanced age, change in bowel habit or having a strong 
family history of colonic carcinoma. 
 
Initially, several Asian‐based IBD studies have reported a higher preponderance of male 
patients with CD and UC. However these studies did not take into account culture‐related 
treatment‐seeking behavior, which may have favoured male over female patients (Ahuja 
and Tandon 2010). More recently, it has been shown that the incidence for CD is higher 
amongst males in Asia, whilst there is no difference for those with UC (Park, Kim et al. 
2014). However, a study conducted previously in UMMC reported an equal number of male 
and female patients with CD (Hilmi, Tan et al. 2006), whilst another paper from the same 
institution reported a nationwide prevalence of slightly more female than male patients 
with UC (Hilmi, Singh et al. 2009). It is possible that the incidence and prevalence of CD and 
UC in Malaysia has changed since the published reports, reflecting a similar number of 
male:female CD and UC patients. 
 
As for ethnic breakdown, in‐line with reports by various Malaysian and Singaporean papers 
it can be seen that Indians made up the majority of IBD patients, followed by the Chinese 
and Malays respectively. Although this has been noted repeatedly, it is difficult to attribute 
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the propensity for ethnic Indians to develop IBD to a single cause. It may be that an 
interplay between hereditary as well as lifestyle factors could explain this, nevertheless, no 
definite explanation can be found for the time being. There were similar numbers of control 
subjects from each of the ethnic groups. 
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7.2 Comparison of clinical disease activity scores 
As pointed out in Chapter 5.3.1, the mean Harvey‐Bradshaw Index (HBI) for the CRGH CD 
patients was 3.5, which indicates that they were generally in remission. This was also 
echoed by the frequency distribution of HBI scores, which showed that many of the CD 
patients had their disease under control clinically. As alluded to earlier, this might be due to 
a quicker optimisation of therapy, or increased access to newer treatments since Australia is 
a developed nation. 
 
The mean partial Mayo score for the CRGH UC cohort was 4.8, which indicated that the 
patients generally had mild‐to‐moderate disease. A similar pattern was seen for the 
distribution of partial Mayo scores, where the majority of CRGH UC patients had a low index 
of disease activity, possibly due to the reasons mentioned above for CD. 
 
In Chapter 4.3.2, it was noted that the mean HBI for the UMMC CD patients was 3.7, 
indicating that they were generally in remission. However, when the distribution of HBI 
scores were reviewed, it could be seen that the majority of the UMMC patients had a 
slightly higher disease activity than their CRGH counterparts. This was touched on earlier, 
and may be due to reduced access to treatment and optimisation of treatment modalities. 
IBD is a relatively new disease in Malaysia, thus treatment strategies employed by the 
specialists may have room for improvement. 
 
The mean partial Mayo score for the UMMC UC group was 1.7, meaning that the patients 
there had a much lower disease activity score than their CRGH counterparts. This was also 
222 
 
reflected in the frequency distribution, which showed that the overwhelming majority of 
Malaysian UC patients had a low clinical disease severity. 
 
It is well‐known that subjective reports of disease activity do not accurately reflect the 
amount of ongoing gut inflammation. For example, a trial on the use of infliximab for the 
treatment of Crohn’s disease showed a nearly 50% discrepancy between clinical scoring of 
disease activity vs. objective visualisation of colonic mucosa using endoscopy. At the same 
time, it may be argued that an even better indication of disease activity would be to 
histologically examine colonic biopsy samples and use this as a basis for reporting of 
ongoing intestinal inflammation. 
 
In this study, most of the patients were recruited in a clinic setting, and endoscopic 
procedures (with biopsies) for the evaluation of disease may not have been done recently 
because they are not indicated in otherwise clinically stable patients. Thus the estimation of 
disease activity in the 2 countries remains subjective. 
 
7.3 Comparison of disease phenotypes 
In the CRGH CD group, 22 patients had an inflammatory phenotype, 6 had stricturing 
disease whilst 1 subject had penetrating disease. For the UMMC CD group there were 13 
patients with inflammatory, 4 penetrating and 3 with stricturing disease. Thus even though 
there was a smaller group of CD patients within the Malaysian cohort, a relatively higher 
proportion of patients had a more severe manifestation of disease. Figure 4.2 showed that 
Malaysian patients were generally diagnosed to have IBD at an older age as compared to 
their Australian counterparts. In relation to duration of disease, for patients with CD the 
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mean duration was 12±9.9 years for the CRGH group, compared with 2.6±2.1 years for the 
UMMC patients. Duration of disease for patients who had UC was 8.1±10.0 years for those 
from CRGH, and 3.7±2.2 years for those with UC from UMMC. These results suggested that 
Australian patients may have been diagnosed at an earlier age, and received a longer period 
of overall clinic follow‐up. It is possible that lack of awareness regarding IBD and/or cultural 
limitations led to a delay in seeking treatment in Malaysia, leading to a more severe picture 
at presentation, with a concomitant increase in disease severity if not managed 
appropriately.  
 
The CRGH CD group had 15 subjects with ileo‐colonic disease, 11 with colonic disease, 2 
with terminal ileal disease and 1 patient had solely upper GI manifestations. In comparison 3 
UMMC subjects had ileo‐caecal disease, 11 had colonic disease, 4 had terminal ileal disease 
and 2 had both upper and lower GI manifestations of CD. 
 
There has been much debate regarding the severity and natural history of Crohn’s disease in 
Asian patients as compared to those from Western countries. Although some studies show 
that Asian patients tend to present with more severe clinical findings at diagnosis, current 
thinking states that the course of disease in Asian patients is no more severe than in 
Western patients (Prideaux, Kamm et al. 2012, Park, Kim et al. 2014). However, one 
significant concern in Asia is the availability of optimal therapy to prevent worsening of 
disease and the occurrence of related complications. 
 
In the CRGH UC cohort, 9 patients had left‐sided colitis, 2 had proctitis and 1 had pan‐colitis 
whilst for the UMMC group there were 10 patients with proctitis, 8 with pan‐colitis and 6 
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with left‐sided colitis. These results indicate that relatively more Malaysian UC patients had 
isolated rectal disease or pan‐colitis compared with left‐sided colitis which was more 
common in the CRGH cohort. This too may be a reflection of the differences seen in the 
presentation of IBD in Asia. 
 
7.4 Comparison of treatment modalities 
For the CRGH CD group there were 10 patients on 5‐ASA medications vs. none from the 
UMMC CD group. Aminosalicylate‐based medications (e.g. sulphasalazine and mesalazine) 
have been shown to be only mildly effective for the initial treatment of CD, and are not the 
choice of medication for the induction of remission unless there is mild colonic disease 
present. One of the reasons proposed to explain this is that 5‐ASA medications influence the 
production of prostaglandins and this is of only limited utility in CD as the inflammation 
tends to be transmural whilst the effect of such medications is limited to the mucosa.  
 
10 CRGH CD patients were currently on steroid medication whilst none of the UMMC CD 
patients were taking steroids at the time of sample collection. Steroids are the medication 
of choice for the initial treatment of CD, and especially so if there is small bowel or ileo‐
colonic involvement. Steroid therapy is and will remain the treatment of choice for the 
induction of CD remission in the foreseeable future due to the fact that it is efficacious 
whilst at the same time being inexpensive and readily accessible. 
 
For thiopurine use amongst the CD patients, 14 out of 29 of the CRGH patients were using 
either azathioprine or 6‐mercaptopurine compared to 15 out of the 20 CD patients from 
UMMC. Thiopurines are used as steroid‐sparing agents, and in most cases thiopurines are 
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started concurrently with steroids as their immunomodulatory effect become apparent only 
6‐8 weeks after initiation of therapy. Steroids are prescribed in a tapering dose during this 
period, and for long‐term immunosuppression thiopurines are prescribed either as 
monotherapy or in combination with biologic therapy. There are several reasons for 
thiopurine/biologic combination therapy; the immunomodulatory properties of thiopurines 
act synergistically with biologics (either by suppression of different inflammatory pathways 
or enhancing immunosuppression by acting on similar inflammatory processes), as well as 
the reduction of anti‐biologic antibodies when thiopurines are used in the context of long‐
term biologic therapy (Bar, Sina et al. 2013). 
 
As for biologic use, 9 out of the 29 CRGH CD patients were on this type of medication 
compared to 4 out of 20 of the UMMC CD group. It has been shown in numerous studies 
that biologic use is advantageous in the treatment of CD, as it is the only treatment modality 
that may potentially alter the natural course of the disease. In contrast, conventional 
treatment in CD tends only to delay the inevitable continuation of intestinal inflammation 
that leads to further CD‐related complications. Cost is a major issue however, prohibiting 
the use of this type of medication to those who can afford it as well as limiting use to larger 
treatment centres. The use of such potent immunosuppressive medication also needs to be 
monitored closely in older individuals, due to the risk of opportunistic infections. The risk of 
latent tuberculosis reactivation is also an issue that needs to be considered in endemic 
areas. 
 
A large number of the CRGH CD patients had undergone surgery (13 out of 29) whilst only 3 
out of the 20 UMMC CD subjects had undergone surgical procedures for the treatment of 
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their condition. This might be due to a difference in patient acceptance between the two 
groups. Nevertheless, despite bowel resection, there is a distinct possibility of disease 
reoccurrence at the anastomotic site. Studies have shown that early surgical intervention 
(ileo‐caecal resection) only temporarily postpones the presence of intestinal inflammation, 
and inevitably there is disease relapse requiring further medical and/or surgical treatment. 
 
For patients with UC, 8 out of 12 CRGH patients vs. 18 out of 24 UMMC patients were on 
aminosalicylate‐based therapy. In contrast with CD, 5‐ASA therapies are first‐line treatment 
for UC, more so if used topically for the management of proctitis or distal left‐sided colonic 
disease. 
 
With regards to steroid use, 5 out of 12 CRGH UC patients vs. 2 out of 24 UMMC UC patients 
were using this medication. This discrepancy may be due to the fact that a large number of 
the UMMC UC patients have their disease under control from a clinical point of view, thus 
avoiding the need for ongoing steroid therapy, which is reserved for more severe cases that 
are refractory to initial 5‐ASA‐based treatments. 
 
With regard to thiopurines, 9 out of 12 CRGH UC patients vs. 9 out of 24 UMMC UC patients 
were taking this medicine. As mentioned earlier, thiopurines are used mainly because of 
their steroid‐sparing effects and thus these patients may have already had an initial course 
of steroids, which has subsequently been tapered down and replaced with long‐term 
thiopurine use in order to maintain immunomodulation. 
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Only 2 patients with UC from the CRGH group, and 1 patient with UC from the UMMC group 
were on biologic therapy. Although there have not been as many trials of the use of 
biologics in the management of UC compared with CD, biologics are also efficacious in 
achieving and maintaining intestinal mucosal healing which subsequently translates to 
better long‐term treatment outcomes. As is the case with the use of biologics in CD, the 
same issues and risks also apply here too; namely the issue of cost as well as opportunistic 
infection. 
 
Surgical intervention may be considered as the definitive, curative treatment for UC as a 
colectomy procedure removes the large bowel tissue that might be subject to a future 
relapse. Colectomies are not usually performed unless there is a strongly indication such as 
bowel perforation or severe colitis not amenable to medical therapies; the use of biologics 
in such scenarios has reduced the need for such drastic measures. In this study, only 1 out of 
the 12 CRGH UC patients and only 2 out of the 24 UMMC UC patients had had surgical 
procedures for treatment of their disease. 
 
7.5 Comparison of ESR and CRP 
The mean ESR for the CRGH CD group was 19.3 mm/h, compared with 28.6 mm/h for the 
UMMC CD group. At the same time the mean ESR for the CRGH UC group was 16.6 mm/h, 
whilst for the UMMC UC group it was 27.6 mm/h. It can be seen here that the mean ESR for 
the Malaysian patients who have CD as well as those who have UC are much higher than 
their Australian counterparts. While ESR is influenced by age (baseline ESR is higher as one 
gets older), this could account only for the increase in the Malaysian UC patients, as the 
Malaysian CD patients were younger than the CRGH cohort. The ESR is prolonged in 
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anaemic subjects, which may have contributed to the increase in the UMMC patients who 
had a lower overall Hb as compared to their Australian counterparts (as shown later in 7.7). 
Overall though, the pattern of a higher ESR amongst the Malaysian patients is likely due to 
an increased level of disease activity in the Malaysian cohort, related to issues with patient 
presentation and management as mentioned earlier.  
 
On the other hand, the mean CRP for the CRGH CD group was 6.8 mg/L, compared with 1.9 
mg/l for the UMMC CD group, and the mean CRP for the CRGH UC group was 14.9 mg/l, 
whilst for the UMMC UC group it was 1.27 mg/l. A possible explanation for the higher CRP 
levels for the CRGH patients (especially those with UC) was that these blood samples were 
taken at or around the time of disease flares, thus reflecting high disease activity at that 
particular moment (whilst ESR was taken as a routine investigation – thus a lower overall 
ESR for the Australian cohort indicating better overall patient care). Alternatively, 
differences in laboratory methods used to measure CRP in the CRGH and UMMC groups 
may to a degree explain the discrepancies for the CRP readings. 
 
7.6 Comparison of albumin levels 
The mean albumin level for the CRGH CD group was 42.7 g/l, whilst for the UMMC CD group 
it was 36.5 g/l, and the mean albumin level for the CRGH UC group was 42.9 g/l, whilst for 
the UMMC UC group it was 35.4 g/l. As touched on earlier, the mean albumin levels for the 
Australian group were within normal limits, whilst within the Malaysian group albumin 
levels were less than the lower limit of normal indicating more severe disease activity 
and/or concomitant lack of nutrition. 
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7.7 Comparison of haemoglobin (Hb) levels 
The mean Hb level for the CRGH CD group was 141.1 g/l, whilst for the UMMC CD group it 
was 127.6 g/l and the mean Hb level for the CRGH UC group was 133.1 g/l, whilst for the 
UMMC UC group it was 126.0 g/l. Although the lower limits of normal are slightly different 
for males vs. females, nevertheless, it can be seen here that the mean Hb levels for the 
UMMC patients definitely fall below the lower limit of normal. Once again, this is likely due 
to more severe disease activity. 
 
7.8 Comparison of white blood cell (WBC) counts 
The mean WBC count for the CRGH CD group was 8.8x109/l, whilst for the UMMC CD group 
it was 6.6x109/l., and the mean WBC count for the CRGH UC group was 9.1x109/l, whilst for 
the UMMC UC group it was 8.0x109/l. All the WBC counts were within normal limits. It was 
noted earlier that many of the patients in this study were on thiopurines. A recognised 
adverse effect of thiopurine use is bone marrow suppression, which if present may reduce 
the overall WBC count (Bar, Sina et al. 2013). 
   
7.9 Comparison of platelet counts 
The mean platelet count for the CRGH CD group was 328.0 x109/l, compared with 
326.4x109/l for the UMMC CD group, and the mean platelet count for the CRGH UC group 
was 329.6x109/l, whilst for the UMMC UC group it was 284.0x109/l. There was no evidence 
of thrombocytosis or thrombocytopaenia in the IBD subjects in this study. As was discussed 
in Chapter 1, IBD patients with severe disease may have a reactive thrombocytosis during 
flare‐ups but this was not seen here. A possible explanation is that even though patients 
may have had active disease, its severity was not high enough as to cause thrombocytosis. 
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On the other hand, proper medication dosages may avoid the issue of bone marrow 
suppression and thus thrombocytopaenia. 
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The major objective of this study was to compare Tregs and Treg subsets between subjects 
from both countries, and to analyse the results in relation to the clinical factors described 
earlier. It is hoped that this may give further clues regarding any differences in the Treg and 
Treg subset populations amongst control subjects, patients with CD and those with UC from 
both countries. 
 
7.10 Comparison of CD4+ T cell, Treg and Tconv populations 
Figure 6.1 shows a significant difference between the mean percentages  of CD4+ T cells in 
the PBMC of controls vs subjects with IBD, and this finding is further reinforced by the 
comparison of controls to patients subdivided into those with CD and those with UC in 
Figure 6.4. The reason for this difference is not clear, and there is no readily available recent 
literature reporting similar results. 
 
No significant difference was noted when the percentage of Tregs within CD4+ cells in the 
PBMC of controls vs subjects with IBD were compared, either between controls and pooled 
IBD patients or between controls and patients subdivided into those with CD and those with 
UC. The lack of significant difference in mean regulatory T cell frequency between these 
groups is consistent with some of the studies quoted in Table 1.4 with regards to Treg 
frequencies in IBD patients and control subjects. Disease activity status, or the use of 
immunosuppressive medications, are just a few of the factors which may affect Treg 
frequencies amongst IBD patients. The same can be said for Tconv frequencies, as these were 
also not significantly different between controls and pooled IBD patients or between 
controls and patients with CD or UC. As with Tregs, the non‐regulatory component of CD4+ T 
cells may also be affected by treatment modality and disease status. 
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There was a significant difference in the mean frequency of Tregs as a percentage of total 
CD4+ cells when compared between male and female subjects. Some papers have shown 
gender differences in frequency of Tregs, which have been attributed to hormonal effects on 
the immune system (Afshan, Afzal et al. 2012, Oertelt‐Prigione 2012). This difference was 
not seen for CD4+ T cells or Tconv. 
 
There was also a significant difference in the mean frequency of Tregs as a percentage of 
total CD4+ cells when compared between control subjects from Australia and Malaysia. As 
shown in Figure 6.11, Australian control subjects have a higher percentage of Tregs as a 
proportion of CD4+ T cells as opposed to their Malaysian counterparts. This may indicate 
underlying differences in immune responses for control subjects from both countries, 
possibly related to genetic as well as environmental factors. Figure 6.12 shows the opposite 
for overall Tconv, with Malaysian control subjects having higher levels.  
 
Figure 6.13 shows a significant difference in the mean percentage of CD4+ T cells within 
PBMCs of Australian and Malaysian patients with CD, with a higher level amongst Australian 
patients. Similar to the overall increase in the percentage of CD4+ T cells within PBMCs of 
CD patients compared with controls, the reason for this increase is no known. No significant 
difference in the means was noted for the overall frequency of Tregs amongst Australian and 
Malaysian subjects with CD or frequency of Tconv amongst Australian and Malaysian subjects 
with CD. 
 
233 
 
No significant difference was seen when CD4+, Tregs and Tconv means were compared 
between Australian and Malaysian subjects with UC. Similarly, when the effector/memory 
and naive Treg frequency means were analysed, no significant differences were noted when 
control subjects from Australia and Malaysia were compared to each other and patients 
with CD from both countries were compared to each other. 
 
As shown in Figure 6.21, there was a significant difference in the frequency of 
effector/memory Tconv in control subjects from Australia vs. Malaysia, with Malaysian 
subjects having a higher number. Figure 6.22 shows a reciprocal finding, with a significant 
increase in naive Tconv in Australian controls as compared to Malaysians. This may be 
explained by the Malaysian controls being older in general as compared to the Australian 
controls, or by a greater overall lifetime immune exposure to infectious agents in the 
Malaysian population. 
 
Figure 6.25 shows a significant increase in E/M Tconv amongst Malaysian CD subjects as 
compared to Australia, with a concomitant finding of reduced naive Tconv as shown in Figure 
6.26. This possibly indicates that the non‐regulatory component of T cells play an important 
role in mediating disease amongst Malaysian CD patients. Alternatively, it could be a 
reflection of an overall increase in E/M Tconv within the Malaysian population, as suggested 
above. 
 
Figure 6.28 shows a significant difference in the frequency of naive Tregs in UC patients from 
Australia vs. Malaysia, with Australian patients having higher levels. The significance of this 
finding remains unclear. 
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Figure 6.29 shows a significant increase in E/M Tconv amongst Malaysian UC subjects as 
compared to Australia, with a concomitant finding of reduced naive Tconv as shown in Figure 
6.30. This too may possibly indicate that as in CD, the non‐regulatory component of T cells 
play an important role in mediating disease amongst Malaysian UC patients, or may simply 
reflect the overall increase in E/M Tconv within the Malaysian population. 
 
Figure 6.31 shows a significant difference in mean CD4+ T cell frequencies amongst 
Australian study subjects (controls, those with CD and those with UC). Here the CD group 
has the highest number of CD4+ T cells amongst the three, consistent with the findings for 
pooled Australian and Malaysian subjects in Figure 6.4. No significant difference was noted 
when mean Treg frequency as a percentage of total CD4+ cells was compared between 
Australian control subjects and Australian patients with CD or UC, as well as Malaysian 
control subjects and Malaysian patients with CD or UC. Additionally, no significant 
difference was seen when effector/memory Treg percentages were compared between 
Australian control subjects and Australian patients with CD or UC, as well as Malaysian 
control subjects and Malaysian patients with CD or UC. 
 
7.11 Comparison of age‐related influence on Treg frequency 
It has been demonstrated that the proportion of naive Tregs is significantly reduced in line 
with advancing age, related to a decline in thymic function and therefore a subsequent fall 
in Treg production (Seddiki, Santner‐Nanan et al. 2006). In this study however, total Treg 
frequencies (as a percentage of total CD4+ cells) as well as effector/memory Tregs (as a 
percentage of total Tregs) showed different age‐related changes for control subjects, patients 
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with CD, and those with UC. For example, total PBMC Treg frequency for control subjects as 
well as IBD patients from both countries showed a slight decrease with increasing age. For 
PBMC effector/memory Treg frequency in control subjects and IBD patients from both 
countries however, it could be seen that there was a rise as the subject became older for 
controls and CD patients, but the reverse was seen for those with UC. However these trends 
were not statistically significant.  
 
When the Australian and Malaysian subjects were analysed separately, there was a 
statistically significant increase in the percentage of effector/memory Tregs with age amongst 
Australian control subjects with a concomitant reduction in naive Tregs, a decrease in the 
percentage of effector/memory Tregs with age amongst Australian patients with UC, a 
reduction in total Treg frequency as compared to age in Malaysian patients with UC, and an 
increase in the frequencies of effector/memory Tregs in older Malaysian patients with CD as 
well as a concomitant reduction in naive Tregs with age in Malaysian CD. 
 
These different trends may be related to several factors such as underlying disease activity 
and the use of treatment modalities that may significantly alter the percentages of total and 
effector/memory Tregs present in the PBMC of these subjects. Boschetti, for example, 
showed that PBMC Tregs were increased following the administration of anti‐TNF α 
medications (Boschetti, Nancey et al. 2011). 
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7.12 Comparison of clinical disease activity and Treg frequency 
There were no significant relationships noted between disease scores and total Treg as well 
as effector/memory Tregs frequencies for patients with CD or UC from Australia and 
Malaysia. This discrepancy between clinical disease scores and the presence/absence of 
intestinal inflammation has been noted in several major clinical trials on the use of biologics 
in the treatment of IBD. The SONIC trial for example, showed a discrepancy between clinical 
disease activity assessment and the presence of mucosal healing, which was evaluated using 
endoscopy (Colombel, Reinisch et al. 2015). 
 
At the same time there are conflicting views regarding the relationship between the 
frequency of Tregs present in PBMCs and clinical measurement of disease activity (reviewed 
in Table 1.4). Takahashi et al reported that amongst UC patients there was an inverse 
correlation between the frequency of PBMC Tregs and disease activity, whilst Holmen et al 
described the opposite (Holmen, Lundgren et al. 2006, Takahashi, Nakamura et al. 2006).  
 
7.13 Relationship between disease activity status and Treg/Tconv frequency 
In Figure 6.59 the frequency of naive Tregs in Australian and Malaysian subjects with CD was 
compared according to disease activity status. A significant increase in the mean was seen in 
Australian compared with Malaysian patients with inactive disease, but not for other 
comparisons. Figure 6.61 shows that the frequency of E/M Tconv was lower in Australian vs 
Malaysian subjects with inactive but not active CD. In this case, the mean frequency of E/M 
Tconv was also higher in Malaysian patients with active CD but failed to reach statistical 
signficance because of the small number of subjects. 
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In Figure 6.62 the frequency of naive Tconv in Australian and Malaysian subjects with CD was 
compared according to disease activity status. A significant difference in means was seen 
between Australian vs. Malaysian patients with inactive CD, whilst Figure 6.67 shows a 
significant difference in mean frequency of E/M Tconv between Australian vs. Malaysian 
patients with inactive UC. Figure 6.68 shows a significant difference in mean frequency of 
naive Tconv in Australian and Malaysian subjects with inactive UC compared according to 
disease activity status.  
 
As was shown earlier in Table 1.4, Treg frequency in peripheral blood is generally affected by 
the presence of inflammation and concomitant disease activity. Thus, it is possible that 
during active inflammation, the frequency of circulating Tregs in patients from both countries 
rises  – leading to a lack of significant difference in means when patients with active disease 
are compared to each other. 
 
7.14 Comparison of homing receptor expression by human Tregs and Tconv in subjects with 
IBD vs. controls 
Figure 6.69 shows that the chemokine receptors CCR4 and CCR6 were expressed by a larger 
proportion of circulating Tregs in relation to other CR/Is. CCR4 is associated with migration to 
skin and other inflamed tissues, whilst CCR6 is related to cell migration to sites of Th17‐
associated inflammation. Th17 cells, defined by their abiity to secrete IL‐17, are important in 
maintaining host defense against bacterial infection. Present in abundance at mucosal 
surfaces, in the gut Th17 cells have been increasingly implicated in the pathogenesis of IBD, 
especially CD (Weaver, Elson et al. 2013, Gálvez 2014, Cătană, Berindan Neagoe et al. 2015). 
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The chemokine receptor CXCR3 is associated with migration of cells to sites of Th1‐mediated 
inflammation. Figure 6.75 shows a significant difference in the proportion of CXCR3‐
expressing CD45RO+ Tconv in PBMCs of Australian and Malaysian controls as well as 
Australian and Malaysian patients with UC.  
 
The β7 integrin is associated with migration of lymphocytes to the intestinal mucosa and 
Peyer's patches. There were no statistically significant differences when the expression of 
β7 was compared between controls and CD patients. However, there was a statistically 
significant difference in the expression of this integrin amongst Tregs in Malaysian CD vs UC 
patients as shown in Figure 6.77. Figure 6.78, which shows the frequency of the homing 
receptor β7 expressed by naive Tregs in control subjects, CD and UC patients from Australia 
and Malaysia, indicates a significant difference between CD patients in Australia vs. 
Malaysia, and UC patients in Australia vs. Malaysia. The same trend towards fewer β7‐
expressing naive Tregs in Australia vs. Malaysia was also apparent for control subjects, but did 
not reach statistical significance. Figure 6.79 shows the frequency of the homing receptor β7 
expressed by effector/memory Tconv in control subjects as well as CD and UC patients from 
Australia and Malaysia. Here it can be seen that there was a significant difference in means 
between Australian and Malaysian control subjects, those with CD and those with UC. There 
was also a significant difference in means between Malaysian control and CD patients, and 
Malaysian controls and UC patients. Figure 6.80, which shows the frequency of the homing 
receptor β7 expressed by naive Tconv in control subjects as well as CD and UC patients from 
both countries, shows the presence of a significant difference in means between Australian 
and Malaysian patients with CD as well as those with UC. These differences will be discussed 
below. 
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The chemokine receptor CCR4 is associated with migration of cells to sites of inflammation. 
Figure 6.82 shows the frequency of CCR4‐expressing naive Tregs in control subjects as well as 
CD and UC patients from Australia and Malaysia. A significant difference in means was seen 
between Malaysian control subjects and Malaysian patients with CD. Other than this, there 
were no statistically significant differences when the expression of CCR4 was compared 
amongst controls and patients with CD or UC from within the same country. There were also 
no statistically significant differences when the expression of CCR4 was compared amongst 
controls and patients with CD as well as UC from Australia vs. Malaysia. 
 
The chemokine receptor CCR6 is associated with migration of cells to sites of Th17‐mediated 
inflammation. Figure 6.85 shows the frequency of CCR6‐expressing effector/memory Tregs in 
control subjects as well as CD and UC patients from Australia and Malaysia. A significant 
difference in the proportions of CCR6‐expressing CD45RO+ Tregs was noted between the 
Australian control subjects and Australian UC patients. No significant differences were seen 
for Australian CD vs. control subjects or for Malaysian controls as compared to Malaysian CD 
and UC patients. Lastly, no significant differences were noted in the proportions of CCR6‐
expressing CD45RO+ Tregs between CD and UC patients within the same country.  
 
Figure 6.86 shows the frequency of the homing receptor CCR6 expressed by naive Tregs in 
control subjects as well as CD and UC patients from Australia and Malaysia. A significant 
difference in the proportions of CCR6‐expressing CD45RO‐ Tregs was noted when samples 
were compared between the Australian control subjects and Australian UC patients.  
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Figure 6.87 shows the frequency of the homing receptor CCR6 expressed by 
effector/memory Tconv in control subjects as well as CD and UC patients from Australia and 
Malaysia. A significant difference in the proportions of CCR6‐expressing CD45RO+ Tconv was 
noted when samples were compared between Australian control subjects and Australian UC 
patients. A similar difference between the 2 groups was seen for CCR6‐expressing naive Tconv 
(Figure 6.88) 
 
Of all the homing receptors examined, β7 showed the most significant differences between 
different groups of subjects in terms of disease as well as country, with expression by 
effector/memory Tconv generally higher in Malaysian subjects. To a certain degree this may 
be explained by varying severity of disease activity within these groups, affecting the 
expression of this gut‐homing integrin, although higher expression in Malaysian control 
subjects (Figure 6.79) may also indicate a higher load of intestinal infection within the 
Malaysian population compared with the Australian population. The presence of circulating 
β7‐expressing cells has been linked to the pathogenesis of IBD and is now the focus of 
several new treatments for IBD e.g. vedolizumab (Gorfu, Rivera‐Nieves et al. 2009). From 
this study it can also be seen that for the other chemokine receptors, although there were 
several significant differences in expression among groups of patients from the same 
country, there was no significant differences when subjects from one country were 
compared to another. 
 
7.15 Comparison of chemokine receptor/integrin expression by Tregs and Tconv 
Figure 6.89 shows 2D comparisons of the various CR/Is used in this study. Of note is Figure 
6.89C which plots CXCR3, which is related to Th1‐mediated inflammation, against CCR6, 
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which is related to Th17‐mediated inflammation. This particular figure shows the expression 
of CRs in E/M Tregs of patients from both countries. Tregs play a suppressive role in preventing 
further inflammation. However, it has been reported that CCR6 is also expressed on Tregs to 
assist in migration to inflamed tissue (Yamazaki, Yang et al. 2008). Figure 6.90C illustrates 
the same pair of CRs as expressed by Tconv. This particular figure shows that Th1 and Th17‐
mediated inflammation are both related and occur simultaneously. Although the relative 
roles of Th1 and Th17 in the pathogenesis of CD are still unknown, much evidence has been 
obtained from research that supports the fact that both pathways are intertwined (Weaver, 
Elson et al. 2013). 
 
7.16 Frequencies of Tregs and Tconv co‐expressing CR/I in PBMCs of Australian and 
Malaysian patients with IBD 
In patients with UC (Figure 6.96), it can be seen that there were significant differences in the 
mean number of Tregs co‐expressing CXCR3/β7, β7/CCR6 and CCR4/CCR6. CXCR3/β7 co‐
expression would be expected to be present in patients with CD (as compared to UC which 
has been described as being Th2‐driven), as CXCR3 is Th1‐inflammation‐related whilst β7 
assists in migration to the gut. However, although Malaysian CD patients had on average 
higher co‐expression than Australian patients (Figure 6.94A), only the increase in Malaysian 
UC patients reached statistical significance (Figure 6.96A). It is possible that CXCR3 plays a 
larger role in the gut inflammation of Malaysian UC patients, or alternatively this difference 
may result from the overall increase in β7 expression in Malaysian subjects. β7/CCR6 and 
CCR4/CCR6 dual‐expressing cells were also higher in the Malaysian group of UC patients, 
which may indicate that these integrin/chemokine combinations play a more significant role 
as compared to the Australian UC cohort. 
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7.17 Evaluation of PBMC vs. mucosal Treg frequencies 
 
In control subjects there was no consistent relationship between the number of Tregs present 
in PBMC vs. mucosa. For patients with CD, Tregs in mucosa were increased in all subjects as 
compared to PBMC samples, while there was no consistent pattern for UC. Unfortunately 
few of the mucosal samples provided sufficient numbers of CD4+ T cells for analysis, so that 
generally the comparisons with PBMCs did not reach statistical significance. Generally, the 
frequency of mucosal Tregs present within inflamed tissue has been reported to be 
increased. For example, Makita et al showed that there was a significant increase in lamina 
propria Tregs in inflamed samples (Makita, Kanai et al. 2004). 
 
Among the many comparisons done for the mucosal samples, only effector/memory and 
naive Treg frequencies (Figure 6.103 A, B). In this figure, it can be seen that there was a 
significant difference in effector/memory as well as naive Treg frequencies between patients 
with inactive IBD and controls. 
 
7.18 Future directions 
One of the main limitations of this study was that the subjects recruited were not age‐ and 
sex‐matched between the two countries, as elimination of these variables may give a clearer 
picture of the issues presented earlier. Such an endeavour was beyond the scope of this 
study. If this study were to be repeated in the future, it would be prudent to take this issue 
into account. Another limitation was the fact that a relatively small number of subjects were 
recruited from both countries. Therefore, if resources were available it would be interesting 
to see if similar results were obtained using a much larger sample size. 
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The concomitant use of multiple medical treatments in this study may represent a 
confounder with regards to the analysis of Treg and Treg subset populations. Thus, it might be 
useful to repeat the study in patients who are on monotherapy, as this may give further 
insight into the immunomodulatory activities of the medication being used. There is little 
published data regarding treatment effects of monotherapy, and it is difficult to design and 
carry out such studies, given the wide variety of medications and combinations of 
medications currently used in IBD. 
 
Additionally, research has shown that in Malaysia, for example, IBD occurs most commonly 
amongst ethnic Indians, followed by the Chinese, and least amongst the Malays. It would be 
interesting to do a larger study for the evaluation of specific T cell subsets between these 
ethnic groups. At the same time, insights may also be obtained as to the gut immune 
response towards dietary factors. Gut microbiota in these groups of subjects may also be 
assessed in relation to the presence of specific T cell subsets – this could potentially be 
useful in shaping future therapies that involve manipulation of the gut microbiome. 
 
7.19 Clinical applications 
The main overall objective of this study was to investigate differences in Treg populations 
and relate these to clinical differences between IBD patients from Australia vs. Malaysia. In 
general, differences in Tregs between the 2 countries were limited to individual subsets, with 
no difference in total Treg percentages in PBMCs. Significant differences in conventional 
CD4+ T cell percentages in PBMCs were seen between patients and controls, and between 
expression of homing receptors, particularly the integrin β7, between the 2 countries. In 
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general, the study highlighted differences in clinical presentation and measurements of 
inflammatory activity between IBD patients from the two countries. More emphasis must be 
put upon the clinical management of IBD cases in Malaysia in order to provide better 
patient care and to avoid related complications. It is hoped that the differences in the 
expression of chemokine receptors and integrins that have been implicated in IBD will add 
to the body of knowledge with regards to the immune response in IBD; this may aid in the 
search for newer therapies. 
 
7.20 Conclusion 
The results of this study have shown that apart from clinical differences in disease 
presentation and management, there were also differences seen when Treg subsets (as well 
as CD4+ and Tconv subsets) were compared between patients with CD and UC from Australia 
vs. Malaysia. A more severe presentation and associated clinical factors amongst Malaysian 
patients are probably due to issues with disease awareness as well as optimisation of IBD 
treatment. At the same time, from an immunological perspective, this study has shown that 
there are differences between IBD patients (and control subjects) from Malaysia and 
Australia. 
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